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Resumen. 

El oncogén c·H-ras ha sido considerado como un gen dominante cuya presencia es suficiente 

parJ inducir la transformacié>n maligna de las células. Ln línea celular l leLa. cstahlccida a partir 

de un cáncer cérvico-uterino hmnano. está constituida por células transformadas que contienen al 

gen c-H-ras mutado y pueden formar tumores en ratones atímicos desnudos. La transfeccié>n de el 

gen c-H-ras normal (c-H-rasg 1y12
) en estas células induce la generacié>n de diferentes tipos dt: 

clonas con distinta capacidad para proliferar c inducir la formación de tumores en ratones 

atímicos. Algunas de ellas son incapaces d<! proliferar (y se mueren por catástrofe mitótica); otras 

proliferan muy lentamente y no desarrollan tumores (al menos por algún tiempo) al ser inyectadas 

en ratones atímicos desnudos; y otras retienen la capacidad de forn1ar tun1ores~ aunque de n1cnor 

tamaño en comparación con los controles. En contraste .. las cé)u]as transíectadas con el gen 

mutado - c-H-ras'"112
- (que sobreviven a la muerte mitótica), desarrollan tumores de nrnyor 

tamaño, en comparación con los controles. Además. tanto en las células transfectadas con d gen 

c-H-ras nor1nal como con el mutado. se observó la aparición de células multinuclcadas gigantes. 

Estas células, además de contener núcleos con una gran cantidad de cromosomas. presentan 

micronúcleos. También se observaron células gigantes con un número impar de núcleos. 

Adicionalmente, se detectaron alteraciones en algunos parámetros del ciclo celular, observándose 

la aparición de una subpoblación de células con un contenido anormal de DNA. Todos estos 

datos indican que Ja expresión aumentada de c-H-ras normal .. o bien Ja transfccción de un gen 

mutado, ocasionan la catástrofe mitótica y muerte de una subpoblación de células HeLa. Los 

resultados sugieren que Ras interfiere con los controles del ciclo celular. de la morf"ología celular, 
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del número de núcleos y cromosomaS por célula, y que el gen normal puede suprimir (al menos 

transitoriamente) la tumorigenicidad de las células HeLa. 
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Summary. 

C-H-ras oncogene has been considered as a dominant gene because cellular transformation is 

observed after transfoction of its mutant form in normal cells. HeLa cell Iine, established from a 

human cervical tumor. posscss a mutated c-H-ras gene and can form tun1ors in athymic nude 

miee. Transrection of HcLa cclls with normal c-H-ras gene (c-H-ru.,·glyl 2
) gencrate several kind of 

clones: sorne of them with ~el! growth arrest (that dies by mitotie catastrophe); others that grow 

slowly and shows a transitory suppression oftumorigenic phenotype. as assayed in athymie nude 

mice; and sorne clones that give rise to small turnors as cornpared to non-transfected cells. On the 

other hand, eells transfected with the mutan! gene (c-H-rasv"112
) give rise to Iarge tumors as 

compared to non-transfocted cclls. Moreover, in both normal or mutated c-H-ras transtected cells 

we observed giant multinucleated cclls. These cclls, have nuclei with an increased number of 

chrornosomes. and also they have micronuclei. Tnterestingly, odd numbers of nuclei werc found 

in colonies of these giant cells. In addition. alterations in eell cycle pararneters were observed, 

including thc appcarance of a subpopulation of cells with an abnorrnal content of DNA, probably 

rcpresenting dying cells. Thcse da!a support te notion that abnormal expression of H-ras 

contributcs to rnitotic catastrophe and death of a subpopulation of HeLa cells. Also the results 

suggest that Ras is irnplicated in regu!ation of cell cycle and rnetabolic cycle, and that normal Ras 

can exert a transitory suppression oftumorigenic phenotype in a subpopulation ofHeLa cells. 
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Introducción. 

El cá11cer, Ja tu111orige11icidad, y la muerte mitótica. 

El número de células en los tejidos del organismo está dado por un balance entre la 

proliferación, la detención del ciclo celular, y la muerte celular programada (apoptosis). El cáncer 

es una enfermedad que se caracteriza por una pérdida del control de ese balance, lo que 

finalmente ocasiona la acumulación de células (como en leucemia linfocítica crónica), o bien la 

proliferación aumentada (muchas veces en forma maligna); esta última da origen a la forn1ación 

de tumores (Williams, 1991; Williams y Smith, 1993; Vaux y cols., 1994). 

Cuando las células normales de un órgano se disocian para ponerlas "n cultivo, se dice 

que se tienen células primarias. La transferencia y subsecuente multiplicación de estas células en 

cultivo da origen a las llamadas células secundarias. Éstas se dividen un número determinado de 

veces (entre 20 - 100). para finalmente morir al cabo de unas cuantas semanas. Sin embargo. 

algunas ctólulas logran pasar esta etapa (periodo critico), y adquieren la capacidad de 

multiplicarse indefinidamente. La progenie derivada de tales células excepcionales forma lo que 

se conoce como líneas celulares establecidas, y freceuntemcnte se les refiere como células 

inmortalizadas (un ejemplo lo constituye la línea celular CV-1. establecida a partir de células de 

rifión de simio). Cuando en una célula normal ocurren cambios que Ja hacen adquirir muchas de 

las propiedades de crecin1iento de las células de cáncer, se dice que ésta ha sufrido el proceso de 

transformación maligna. Este fenómeno ocurre espontáneamente a una frecuencia de 1 0·5 a 1 o·" 

en algunas líneas celulares establecidas como las 3T3. Sin embargo, la transformación ocurre a 

una elevada frecuencia después de la infección con virus tumorigénicos, o después de la 

exposición a carcinógenos químicos o radiaciones. Las células transformadas. además de ser 
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inmortalizadas. presentan las siguientes propiedades: responden nluy poco a Ja inhibición por 

contacto; pueden crecer a alta densidad celular; frecuentemente presentan una restricción menor 

para crecer en superficies sólidas; en general requieren bajas concentraciones de suero para su 

crecimiento; y frecuentemente tienen Ja propiedad de formar tumores cuando son inyectadas en 

ratones atímicos desnudos (Watson y cols., 1987). Un ejemplo son las células HeLa, las cuales 

fueron establecidas a partir de un cáncer cérvico-uterino de humano en 1952 (Gey y cols .• 1952). 

La muerte de las células puede ocurrir mediante alguno de los siguientes tres procesos: 

necrosis, apoptosis y muerte mitótica (Figura 1). En la necrosis los componentes de las células 

sufren una degradación rápida que ocurre ante la falta de nutrientes (después de la defunción) o 

después del traumatismo de alguno de los tejidos. Por el contrario, durante la apoptosis las células 

se mueren en Jom1U lenta, programada. dándose ésta en tejidos, órganos o células que deben 

eliminarse durante alguna etapa de la vida (un ejemplo lo constituye la muerte de las células de la 

región caudal de los renacuajos. las cuales se mueren mediante apoptosis en una etapa del 

desarrollo embrionario en que se debe perder la cola) (Tomei y Cope, 1 991 ; Williams, 1 991; 

Williams y Smith, 1993; Vaux y cols., 1994). Por otra parte se ha observado que el tratamiento de 

algunas células con agentes químicos tales como el etopósido (epipodofilotoxina) o agentes 

fisicos como las radiaciones, les induce daño en su DNA y citotoxicidad. Estos eventos culminan 

en un proceso catastrófico de muerte lenta (denominado catástrofe mifóica o muerte mitática), 

caracterizada por la aparición de poliploidía. fragmentación nuclear y un aumento exagerado del 

tamaño celular (Lock y Ross. 1990; Zucker y cols., 1991; Chang y Little. 1991; Rodilla, 1993; 

Tounekti y cols., 1993). Durante este proceso de muerte lenta, la célula pierde el control del ciclo 

celular, del tamaño celular, del número correcto de cromosomas. del numero de núcleos, en pocas 
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palabras, la célula llega a una catástrofe que la conduce finalmente a la muerte. Cuando se ha 

1 6 

Figura l. Tres tipos de muerte celular. En el diagrama se ilustran en forma secuencial los cambios 
ultracstructuralcs en la muerte mitótica (izquierda). la necrosis (centro) y la apoptosis (derecha). Una célula nonnal 
está esquematizada en l. Al principio de la muerte mitótica (2) la célula empieza a perder el control del tamai'io 
celular asi como del número de núcleos y del número de cromosomas por núcleo. Esta célula progresa lentamente 
(3) hasta presentar un tamafto celular exagerado y la presencia de varios núcleos y micronúc1eos para finalmente 
morir. Por otra parte durante la necrosis temprana en las células de algún tejido dañado (4) se puede observar al 
núcleo y demás organelos celulares con algún daf\o asi como la presencia de vacuolas. En un etudio tardio (5) ocurre 
la ruptura de membranas con lo que la célula se desintegra. Finalmente durante la apoptosis temprana (6) la 
cromatina se compacta~ el citoplasma se condensa y ocurre una deformación de las membranas. La progresión rápida 
(7) conduce a la fragmentación nuclear y al desarrollo de pedúnculos por la membrana celular. Tales estructuras se 
separan produciendo cuerpos apoptóticos los cuales son fagocitados por las células adyacentes (8). Adaptado de 
Tomei y Cope ( 1991 ). 

analizado el ciclo celular de estas células, se ha observado que éstas parecen estar detenidas entre 

las fases G2 y M (Lock y cols .• 1994). Algunos compuestos utilizados para el tratamiento 
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quimioterápico ·del cáncer (cis-platino, etopósido) son capaces de inducir la muerte mitótica de 

las células tumorales. 

El problema fundamental en el tratamiento eficaz de los pacientes con cáncer es la 

semejanza entre las células del tumor y las normales. En tumores sólidos (la forma más frecuente 

del cáncer), puede ser que procedimientos locales como la cirugía y la radioterápia sean eficaces. 

pero sólo si las células malignas estan confinadas en la zona tratada. Esto ocurre en 

aproximadamente un tercio de los pacientes con cáncer. Para la mayoría de ellos se requiere 

alguna forma de tratamiento sistémico selectivo. Aunque se cuenta con muchos fürmacos 

citotóxicos, sólo se cura con ellos a una pequeña proporción de los pacientes; de tal manera que 

este padecimiento ocupa el segundo lugar como causa de detunción en nuestro país (Velazquez y 

cols., 1992; Debruyne y Schalkcn, 1 993; Sikora, 1994 ). 

En Jos casos de cáncer mas frecuentes, como los mamarios o el CaCu (éste último ocupa 

el primer lugar de incidencia entre las neoplasias que afectan a las n1ujeres adultas en México, 

Barroso y cols., 1986), simplemente no han llegado a reproducirse las felices curaciones de la 

leucemia infantil, por ejemplo. Y eso a pesar de los enormes esfuerzos que se reali=n en el 

desarrollo de nuevos fármacos. de la introducción de las citocinas, de tratamientos con dosis 

elevadas, e incluso de Jos procedimientos de rescate de la médula ósea (Wolf. 1993; Sikora. 

1994). 

En la actualidad, se encuentran bajo investigación a nivel laboratorio. varios 

procedimientos directamente vinculados con la transferencia de genes. Entre estos estan el uso de 

genes marcadores para detectar enfermedad mínima residual, la producción de novedosas vacunas 

contra el cáncer mediante la inserción de genes que hacen "visibles" para el sistema 
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irununológico del paciente a las células cancerosas, la inserción de genes activadores de 

fármacos, y Ja corrección de oncogenes o de genes supresores de tumores (Miller, 1 990; Sikora, 

1994). 

Oncogenes y genes supresores <le tunrores. 

La noción de que los genes se encuentran en la parte central del origen del cáncer surge de 

tres fuentes: Ja percepción de la diátesis hereditaria del cáncer; la presencia de cromosomas 

dañados en las células de cáncer; y la evidencia de que agentes físicos, químicos y biológicos 

(virus) alteran al DNA de las células conduciendolas al cáncer (Bishop, 1985). 

Existen varias evidencias sobre la predisposición hereditaria del cáncer. En 1969, 

Frederick Li y Joseph Fraumeni reportaron la existencia de un síndrome familiar, con la 

característica de cierta predisposicjón al cáncer. y con un patrón hereditario dominante 

autosón1ico. Actualn1cntc es posible reconocer un con1ponentc hereditario (cromoso1na o gen~ 

como se verá n1as adelante) en varios tipos de cáncer con10 cáncer 111amario~ osteosarcon1a., 

tumores cerebrales, leucemia, retinoblastoma y diversos carcinomas (Friend y cols., 1986; 

Hansen y Cavenee, 1987; Malsin y cols., 1990; Pender, 1990; Bell y cols., 1992; Cowlcy. 1993). 

El número correcto de cromosomas (46, diploide) en las células humanas fue establecido 

en 1956. Cuatro años después, la primera relación entre un cromosoma defectivo y el cáncer fue 

reportada, cuando Nowell y Hungerford describieron un cromosoma 22 anormalmente corto, el 

cromosoma "Philadelphia", en pacientes con leucemia granulocitica crónica (Nowell y 

Hungerford, 1960). Actualmente se sabe que muchos tipos de cáncer, como leucemia, linfoma, 

neuroblastoma, cancer de pulmón, etc., presentan aberraciones cromosómicas (Yunis y 
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Hoffman. 1989; Sparkes, 1989 y 1990; Isom y col s.. 1991 ). Los cromosomas pueden alterarse 

por efecto de agentes fisicos y químicos como las radiaciones ionizantes. Jos agentes alquilantes e 

hidrocarburos aromáticos entre otros (Ames, l 979; Yunis y Hoffman. 1989). Lo interesante de 

esto es que los rompimientos cromosómicos generalmente ocurren en sitios específicos de los 

cromosomas, a los que se hu denominado "sitios fragiles" (Yunis y Hof.fman. 1989). 

El análisis experimental de Jos virus que ocasionan cáncer hizo por primera vez 

manifiestos a los genes del cáncer u oncogenes. Ya desde principios de siglo los trabajos de 

Ciu.f.fo, de Rous. y de Ellerman y Bang sugirieron la participación de los virus en el cáncer ya que 

era posible In transmisión de leucemia y sarcoma mediante el uso de filtrados libres de células 

(Witko""ski, 1 990). Para fines de la década de los 70s ya se tenían identificados varios tipos de 

virus causantes de cáncer en diversas especies de animales (Gallo y Wong-Staal, 1982; Gallo. 

1 983). A partir de uno de ellos. especificamente de un retrovirus causante de sarcoma en aves. se 

logró aislar al primer oncogén, al cual se Je denominó src (Stehelin y cols., 1 976a). La presencia 

y sobrcexpresión de este gen en la célula es suficiente para activar la proli.feración celular. 

Posteriormente se vio que las células normales, no solo de aves sino de diversas especies, poseen 

secuencias homólogas al gen src (Stehelin y cols., l 976b; Spector y cols.. 1978). Este gen 

codifica para una proteína tirosina cinasa (CoJlet y Erikson, 1978; Hunter y Sefton. 1 980), Ja cual 

se localiza en la superficie interna de la membrana celular (Willingham y cols., 1979). Dicha 

proteína se detectó en un principio únicamente en células tumorales in.fectadas con el retrovirus 

del sarcoma de Rous (Brugge y cols., 1977), aunque después se vio que también se expresa en 

células neuronales normales durante el desarrollo embrionario (Maness y Matten. 1 990). Aunque 

la runción normal de la proteína Src no es muy clara. se ha sugerido una participación substancial 
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en la regulación de la proliferación celular y la diferenciación; de hecho se han generado ratones 

con una disrupción homocigótica del gen src observándose una disminución en la viabilidad 

neonatal (Cooper y Howell, 1993). 

Posteriormente se logró identificar mas genes. que al activarse (por diversas alteraciones 

moleculares) aceleran el crecimiento celular - oncogenes - y otros que <.!n condiciones 

normales inhiben o frenan la división celular. pero cuya ausencia o inactivación conduce al 

cáncer - genes supresores de tumores - (Sager. 1989; Sikora. 1994). Actualmente se conocen 

mas de 100 genes relacionados con el cáncer en humanos. Estos genes en condiciones normales 

cumplen con diversas funciones como son: regulan la transcripción. la replicación. la 

proliferación celular. la diferenciación, el desarrollo embrionario. el ciclo celular. y In muerte 

celular (Bock y Marsh. 1990; Witkowski, 1990; Klcin, l 993b; Müller y cols .• 1993; Boulikas. 

1994; Duhem y cols .. 1994; Hass. 1994; Hoffman y Licberman. 1994; Laderoute. 1994). A estos 

genes se les ha clasificado en cinco grupos principales: 1) genes codificantes de factores de 

crecimiento o de sus receptores: sis, int-2. met. PDGF. EGF. FGF. TGF. ret. erb B • ./ins-. mus. kit. 

etc.; 2) genes cuyos productos tienen actividad de efectores citoplásmicos: src. abl. mos.fgr. yes. 

raf, grb2. crk, MAPs. etc.; 3) proteínas G: ras; 4) genes que codifican para proteínas nucleares: 

myc, myb,fos.jun. mad. max, ets. E!A, etc.; y 5) genes supresores de tumores: p53. Rb. WT, APC, 

K-rev. etc. (Cooper, 1992; Klein, 1993a; Hunter y cols., 1994). 

En relación a los genes supresores de tumores. a fines de la década de los 60s se demostró 

que cuando se fusionan células tumorales de ratón con células normales. las células híbridas 

resultantes son usualmente no malignas e incapaces de formar tumores en ratones atímicos 

(Harris y cols.. 1969). Algo similar se encontró después en el caso de células humanas 
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(Stanbridge. 1976). Poco después se observó que la supresión del fenotipo maligno en los 

híbridos dependía de la retención de cromosomas específicos procedentes de las células normales. 

Asi mismo se detectó que la pérdida de alguno de estos cromosomas en las células híbridas. 

ocasionaba la generación de revertantes malignas (Stanbridge y cols., 1981 ). Posteriormente se 

logró suprimir la tumorigenicidad de las células malignas mediante la introducción de tan solo un 

cromosoma específico normal. esto con la ayuda de microcélulas (Saxon y cols .• 1986; Weissman 

y cols .• 1987; Oshimura y cols .• 1990). Actualmente es posible suprimir el fenotipo maligno de 

las células de cáncer mediante la transferencia de tan solo un gen. procedente de las células 

normales. 

Ya desde la década de los 40s. en un estudio de carcinogénesis experimental se sugirió 

que el cáncer podría originarse mediante la inactivación de los dos alelos de un gen anticancer 

(Charles y Luce-Clausen. 1942). Estudios epidemiológicos sobre la incidencia de tumores y su 

posible herencia han conducido a la conclusión de que se requiere de dos eventos mutaeionales 

para el desarrollo de rctinoblastoma (Knudson. 1971 ). La observación citogenética de que una 

proporción de estos tumores presentan deleciones del cromosoma l 3q 14 ha sugerido la posible 

inactivación de un gen (Yunis y Ramsay, 1978). al que se ha denominado Rb. La confinnación de 

la hipótesis de que se requiere la inactivación de los dos alelos del gen Rb para que se origine un 

retinoblastoma. se logró al descubrirse que existe una pérdida de la heterocigocidad {tanto en el 

locus del gen Rb como en otros marcadores del cromosoma 13), en las células tumorales 

procedentes de pacientes predispuestos a rctinoblastoma familiar (Cavenee y cols .. 1983). Se ha 

observado que diversos mecanismos (deleciones. mutaciones puntuales, presencia de virus como 

el HPV) pueden conducir a la inactivación o pérdida de la función del producto del gen Rb 
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(Murphree y Benedict, 1984; Cavenee y cols., 1985; Dyson y cols .• 1989). La clonación del gen 

Rb (Friend y cols .• 1986) ha permitido realizar un experimento contundente en la identificación 

de un gen supresor de tumores. Tal experimento consiste en la supresión del crecimiento maligno 

mediante la transferencia del gen silvestre hacia las células tumorales (esto es de gran relevancia 

para el contexto en el que se considera al gen H-ras en el presente trabajo). Lo que se observó es 

que el gen Rb silvestre es capaz de suprimir la proliferación y la tumorigenicidad tanto de las 

células de retinoblastoma como de otras células neoplásicas (Huang y cols., 1988; Bookstein y 

cols .• 1990). La proteína Rb tiene una función esencial en la regulación del ciclo celular y por lo 

tanto de la proliferación celular (DeCaprio y cols .• 1989; Wiman. 1993). Se han generado ratones 

homocigótos con alelos no funcionales de Rb, y se ha observado que estos animales mueren antes 

de cumplir los 16 días de vida fetal (Jacks y cols., 1992; Knudson. 1993). 

Actualmente se conocen varios genes con alguna o varias de las siguientes propiedades: 

presentan una pérdida de la heterocigocidad durante la tranformación desde células normales 

hacia células neoplásicas: presentan mutaciones o deleciones que conducen a una pérdida de la 

función, lo cual predispone para algún tipo de neoplasia; pueden suprimir la proliferación de 

células neoplásicas; pueden suprimir la formación de tumores de células neoplásicas humanas en 

ratones atímicos. Algunos ejemplos son: Rb. p53, WTJ, K-rev, S-myc, NFJ. VHL, APC. DCC, 

BRCAl. MLM. MENl, BCNS y LCJ (Sager, 1989: Stanbridgc. 1990; Marshall. 1991; Mitchell, 

1991; Weinberg, 1991; Anderson y Stanbridge. 1993; Klein, 1993a; Knudson, 1993; Weinberg. 

1993). 

En el caso del genp53, este inicialmente fue considerado como un oncogén, debido a que 

se encontró sobreexpresado en células tumorales (Crawford y cols., 1981; Koeffler y cols., 1986). 
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se observó que podía cooperar con el gen ras para transformar células en cultivo (Parada y cols., 

1984), y se vio que su sobreexpresiqn resultaba en la irunortalización de las células (Jenkins y 

cols .• 1984). Sin embargo después se encontró que el gen p53. utilizado en los experimentos 

anteriores. tenia mutaciones. observándose también la presencia de mutaciones (que inactivan a la 

proteína P53) en el gen p53 de diversos tumores humanos (Nigro y cols., 1989). Al clonarse el 

gen silvestre, se comprobó que este no era capaz de transformar células, ni aun en cooperación 

con el gen ras; asi 1nismo se observó que el gen silvestre es capaz de actuar como un supresor de 

la transformación maligna (Eliyahu y cols .• 1 989; Finlay y cols., 1 989). 

Hasta aquí se han descrito las evidencias que han conducido al descubrimiento. así co1no 

las características de un oncogén (src), de un gen supresor de tumores (Rb). y de un gen que 

inicialmente se consideró como oncogén. pero que actualmente se sabe. es un gen supresor de 

tumores (p53). Veamos ahora el caso del gen c-H-ras. 

El ge11 c-H-cas.. 

En 1964 Harvey describió un virus (el HaSV = Harvey sarcoma virus) que ocasionaba la 

producción rápida de tumores en roedores (Harvey, 1964). Posteriormente se aisló al gen que le 

confiere la capacidad transformante a este virus y se le denominó v-H-ras (v = viral; H = 1-Iarvey; 

ras = rae sarcoma). A principios de la década de los ochentas se descubrió que el HaSV 

(conteniendo al gen v-H-ras) es un retrovirus que se generó mediante la transducción del gen 

celular c-H-ras de la rata (DeFeo y col s.. 1981 ). Por este tiempo, el gen c-H-ras fue 

inadvertidamente redescubierto (mediante ensayos de transferencia de genes), cuando algunos 

grupos de investigadores determinaron la existencia de oncogenes dominantes en tumores 
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humanos. Esto :fue a partir del DNA procedente de las células de un tumor de vejiga humana. que 

es capaz de transformar a las células normales de ratón (Krontiris y Cooper, 1981; Perucho y 

cols .• 1981; Shih y cols .• 1<>81; Goldfarb y cols., 1982; Pulciani y cols .• 1982; Shih y Wcinberg. 

1982). En 1982 se reportó que Ja única di:ferencia entre el gen c-H-ras aislado de las células 

tumorales y el correspondiente obtenido de células normales, es el cambio de una base en el 

DNA. Jo cual ocasiona la substitución del aminoácido 12; una glicina por valina (Reddy y cols .• 

1982; Tabin y cols.. 1982; Taparowsky y cols., 1982). Poco después se logró conocer la 

secuencia completa de este gen (Capon y cols .• l 983a). Ahora se sabe que existen en el genoma 

humano otros genes (K-ras y N-ras) que presentan un elevado porcentaje de homología con el 

gen c-H-ras. y que (algunos de ellos) están altamente conservados entre las especies (De Feo­

Jones y cols .• 1983; Dhar y cols .• 1984; Neuman-Silberberg y cols .• 1984; Powers y cols., 1984; 

Reymond y cols .• 1984; Fukui y Kaziro. 1985; Mozer y cols .• 1985; Nadin-Davis y cols .• J 986b; 

Swanson y cols., 1986; Brock. 1987; Gibbs y Marshall, 1989), lo cual sugiere que estos genes 

desempeñan un papel fhndamental en la célula. El gen c-H-ras mide aproximadamente 6.6 kb y 

se localiza en el cromosoma 1 lpl5.5 en el humano (O'Brien y cols .• 1983; Fearon y cols., 1984). 

Este gen está constituido por cuatro exones, los cuales dan origen a un transcrito de 1.4 kb. que 

codifica para una proteína de 21 kDa (Barbacid, 1987; Lowy y Willumsen. 1993 ). 

La :familia de proteínas Ras (H, K y N-Ras) pertenece a la gran super:familia de proteínas 

Ras (Ras, Rho, Rae, etc .• con nlás de 50 elementos en las células de mami:fero) que :funcionan 

como reguladores críticos de multiples, y frecuentemente distintos. procesos biológicos (Bokoch 

y Der. 1993). Se han visto implicadas en proliferación celular (Mulcahy y cols .. 1985). 

di:ferenciación (Noda y cols .• 1985; Bar-Sagi y Feramisco, 1985; Weeks y Pawson. 1987; Bishop 
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y Corees. 1988). supervivencia (Kataoka y cols .• 1984; TatcheU y cols .• 1984; Reymond y cols .• 

1985) y reproducción (i>awson y cols.,· 1985; Fukui y cols .• 1986); La.5 proteínas de la familia Ras 
- . - --. : . - .. 

(H-Ras~ K-Ras y N-~) unen nucleótidos de guanina (Scolnick y cols .• 1979; Shih y cols., 1980; 

Tamanoi y cols.,·1984; Temeles y cols., 1985; Milburn y cols., 1990), presentan una actividad de 

GTPasa (Gibbs y cols., 1984; McGrath y cols., 1984; Sweet y cols., 1984; Manne y cols .• 1985; 

Temeles y cols., 1985) y se encuentran ancladas en la cara interna de la membrana celular 

(Willingham y cols., 1980; Willumsen y cols., 1984; Fujiyama y Tamanoi. 1986; Hall. 1994). 

Éstas proteínas participan en la transducción de señales: cuando ocurre la unión de un factor de 

crecimiento, tal como el factor de crecimiento epidérmico. con su receptor (que es una tirosina 

cinasa anclada a la membrana celular), se induce una autofosforilación de este receptor en sus 

residuos de tirosina (Marshall. 1995). Entonces proteínas como Grb/Sem5 interactúan con el 

receptor fosforilado y pueden activar a los factores de intercrunbio (Sos) para que conviertan a la 

proteína Ras desde su forma inactiva (Ras-GDP). hacia su forma activa (Ras-GTP) (Lowenstein y 

cols .• 1992; Baltensperger y cols., 1993; Chardin y cols .• 1993; Howe y Marshall. 1993). Una vez 

que Ras hidroliza al GTP (con la participación de GAP) (McCormick. 1989; Parsons, 1990). la 

señal es transmitida hacia el producto del oncogén raf(Ras interactua fisicamente con el dominio 

amino-terminal de Rafen una manera dependiente de GTP) (Moodic y cols .. 1993; Warne y cols., 

1993; Zhang y cols .• 1993), el cual fosforila a una segunda cinasa (la proteína cinasa de la cinasa 

activada por mitógenos. MAPKK). Entonces esta cinasa fosforila a una tercer cinasa (la proteína 

cinasa activada por mitógenos. MAPK o Erk-1. Erk-2). Esta proteína se transloca al núcleo en 

donde fosforila a ciertos factores de transcripción (como Elk) que regulan la expresión de otros 

genes. Además, existe la interacción de esta cascada de fosforilación con otras rutas de señales 
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(Dent y cols .• 1992; Egan y Weinberg, 1993; Lange-Carter y cols .• 1993; Prendergast y Gibbs, 

1993; Hall, 1994; Moodie y Wolfman, 1994). Se ha sugerido que se requiere de la :función 

apropiada de la proteína Ras para la realización del ciclo celular en las células epiteliales. Se ha 

propuesto qúe al menos en tres diferentes puntos del ciclo se requiere de Ras: prin1cro durante la 

transición de Go a GI; segundo durante Ja transición de GI hacia Ja fase S; y tercero para la 

salida del ciclo durante la diferenciación terminal (Howe y cols., 1993; Moodie y Wol:fman, 

1994). Adicionalmente se ha mostrado que se requiere de la proteína Ki-Ras en las células NRK 

durante la transición desde G2 hacia Ja mitosis (Durkin y Whitfield, 1987). 

Ras y el cá11cer. 

Alteraciones en los genes ras han sido observadas en 5-40% de la mayoría de tumores 

humanos (Barbacid, 1987). La expresión de estos genes se ha observado incrementada (2-1 O 

veces mas que en el tejido control normal) en el 50% de los tumores humanos analizados 

(Barbacid, 1987). Se han observado alteraciones de ras en: tumor de vejiga (Der y cols., 1982), 

carcinoma de colon (Capon y cols .• 1983b; Thor y cols., 1984), carcinoma de pulmón (Capan y 

cols., l 983b; Shimizu y cols .. 1983 ;_ Rodenhuis y Slebos, 1992), cáncer de tiroides (Tanaka y 

cols., 1986). adenocarcinoma de estomago (Tanaka y cols., 1986), cáncer mmnario (Thor y cols., 

1986), cáncer de próstata (Viola y cols., 1986), neoplasias hernatopoyéticas (Gambke y cols .• 

1984; Bos y cols., 1985; Radich y cols .• 1990) y otros tumores de diversos órganos corno riñón, 

hígado, ovario, páncreas, asi como en fibrosarcomas, melanornas.tcratocarcinomas y 

neuroblastomas (Barbacid, 1987). También en las células HeLa, se ha detectado la presencia del 

gen c-H-ras mutado (Toledo, 1994). 
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El gen c-H-ras mutado ha sido considerado como un oncogén dominante. cuya presencia 

es suficiente para el desarrollo del fenotipo tumoral. tal como sucede después de la infección con 

el virus HaSV (Hurvey. 1964). o después de la transfección de células normales con el oncogén 

procedente de células de un tumor de vejiga (Krontiris y Cooper. J 98 J; Perucho y col s .• J 981; 

Shih y col s., J 98 J; Goldfarb y cols.. 1982; Pulciani y cols .• 1982; Shih y Weinberg, 1 982). 

Tambien se ha observado que el oncogén c-H-ras es capaz de cooperar con el oncogén c-myc 

(Alexander y cols., 1989), raf (Alexander y cols .• 1989; Cuadrado y cols .• 1993),fos (Greenhalgh 

y cols., 1990). y con el virus del papiloma humano (Matlashewski y cols., 1987; Campo y cols .. 

1990) para inducir Ja transformación maligna de las células normales. En ensayos de 

carcinogenesis experimental in vivo con compuestos químicos., se ha observado que uno de los 

primeros genes que se mutan es el H-ras. y esto acompaña a la inducción de papilon1as benignos 

de Ja piel (Baln1ain y cols .• I 984). El cultivo de estas células permite su evaluación en ratones 

atimicos desnudos observándose igualmente la formación de papilomas (Strickland y cols .. 

1 988). Además, se ha observado la participación del oncogén c-H-ras en Ja progresión tumoral. y 

en los procesos de invasividad y metástasis (Kasid y cols .• 1985; Viola y cols., 1986; Muschel. 

1990; Hofmann y cols .. 1993). 

Se ha observado que el gen c-H-ras no solamente puede alterarse por mutaciones 

puntuales, ya que la elevada expresión, inducida por una amplificación o por una desregulación 

de las secuencias promotoras y potenciadoras localizadas a ambos lados (5" y 3') del gen, también 

ha sido observada en cáncer (Barbacid, 1987). De hecho la elevada expresión del proto-oncogén 

c-H-ras es capaz de transformar células normales (Chang y cols., 1982). Otro mecanismo de 

alteración de ras observado en cánc~r es la deleción, aunque este se discutirá mas adelante. La 
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presencia de un gen c-H-ras mutado (activado) se sigue considerando en la actualidad como un 

evento que induce a la proliferación y la transformación maligna de las células (Serrano y cols., 

1995). 

Ras supresor? 

El cromosoma 1 1 humano consiste de aproximadamente 1.3-1 .4 x 108 pb de DNA 

conteniendo varios genes clínicamente importantes (Miwa y cols., 1993). Se ha observado 

frecuentemente la pérdida de alelos de la banda 11p15 en tumores primarios de la glandula 

mamaria, vejiga y testículo (Fearon y cols., 1985; Ali y cols., 1987; Miyagi y cols., 1992; 

Looijenga y cols., 1994). En ensayos de carcinogenesis experimental. se ha observado una 

pérdida de la heterocigocidad en la banda l lpl 5 (lugar donde se localiza el gen c-H-ras) durante 

la transición de papiloma benigno hacia carcinoma maligno (Quintanilla y cols.. 1986). Lo 

anterior recuerda a los datos obtenidos sobre la pérdida de la heterocigocidad con p53 y Rh. Las 

deleciones en la región cromosómica l lpl5 y la pérdida de la heterocigocidad en el locus de c-H­

ras durante la transición hacia el cáncer sugieren una pérdida de la función del gen. De hecho asi 

es: se sabe que la proteína Ras normal es una GTPasa y que la correspondiente proteína 

codificada por el gen mutado es una proteína deficiente en esa actividad, la cual por lo tanto deja 

de cumplir con una función muy importante para la célula (Sweet y cols., 1984). Esta pérdida de 

función también ha sido observada en el caso de la proteína N-Ras mutada (Trahey y cols., 1987). 

De los ensayos de transformación maligna de las células NIH 3T3 con el gen c-H-ras 

mutado, se han generado revertantes, que presentan una dependencia de suero y de anclaje como 

lo hacen las células normales, a pesar de contener al gen c-H-ras mutado y de expresarlo 
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eficientemente (Yamada y cols., 1991); lo mismo se ha observado para el caso del gen N-ras 

(Paterson y cols., l 987). Así mismo se ha reportado la presencia del gen c-H-ras mutado en el 

DNA del tumor de vejiga de un paciente, así como en el DNA de Ja parte normal de la vejiga y en 

Jos leucocitos (normales) del mismo paciente lo que indica que la presencia del gen mutado no 

siempre esta asociada con células tumorales y que no es dominante para Ja transformación 

(Muschel y cols., 1983). Mediante la fusión de células tumorales (originadas mediante la 

transformación de células normales con el gen c-H-ras mutado) con células normales, se han 

generado híbridos no tumorigénicos con características de células normales pero aun conteniendo 

al gen c-H-ras mutado (Craig y Sager, 1985). Igualmente, al fusionar células de tumor de vejiga 

(conteniendo al gen c-H-ras mutado) con fibroblastos normales, se generan híbridos no 

tumorigénicos con características de células normales. pero que expresan el mRNA y la protdna 

p21 del gen mutado a niveles similares a Jos de las células parentales tumorigénicas (Geist!r y 

cols., 1986). Recientemente se ha logrado introducir una mutación en uno de los dos alelos del 

gen c-H-ras de fibroblastos norinales mediante recombinación homóloga; las células 

heterocigotas expresaron cantidades iguales del alelo normal y del mutado, sin embargo las 

células no fueron transformadas hacia la malignidad (Finney y Bishop, 1993). Lo anterior indica 

que el gen c-H-ras mutado no es un gen dominante para la transformación maligna. 

Durante la inducción de las células HL60 hacia la diferenciación, se ha observado que las 

células diferenciadas (semejantes a células normales) dejan de expresar al gen c-myc, pero en 

cambio siguen expresando en forma constante al gen N-ras mutado (Watanabe y cols., 1 985). En 

organismos inferiores, como los hongos, existen genes homólogos al gen c-H-ras, a Jos cuales se 

ha atribuido funciones de regulación del desarrollo y la diferenciación celular (Reymond y cols .. 
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l 984; Nadin-Davis y cols.. l 986a; Thiery y cols., 1992). En células de marnffero (PC 12) la 

infección con el virus HaMSV (conteniendo al gen H-ras mutado) o bien la microínyección de la 

proteína c-H-Ras mutada induce la diferenciación hacía neuronas (Bar-Sagi y Feramisco, 1985; 

Noda y cols., 1985). Lo anterior indica que Ras puede ejercer di.ferentes efectos biológicos en 

diferentes tipos celulares. 

Se han propuesto varios mecanismos para tratar de revertir el fenotipo tumorigénico de las 

células malignas que tienen mutado al gen c-H-ras. Algunos de ellos son: !) la microinyección de 

anticuerpos neutralizantes anti-Rat; o bien de una proteína Ras znutante que compita con la 

proteína endógena por la interacción con GAP por ejemplo; 2) el uso de antibióticos como la 

compactina y la lovastatina que bloqüean la farnesilación y por lo tanto la asociación de Ras con 

la membrana celular; 3) la transfección con el gen K-rev (gen que comparte un 50% de 

homología con el gen c-1 l-ras). el cual se sabe suprime la tumorigenicidad de células 

transformadas con el gen K-ras mutado (Noda y cols., 1989; Feig, 1993; Noda, 1993). Sin 

embargo ninguno de estos mecanismos tiene aplicación clínica en la actualidad. 

Desde 1976 se observó que la fusión de células malignas (HeLa) con fibroblastos 

normales, da origen a células híbridas que pierden la capacidad para formar tumores (Stanbridge, 

1976). Mediante técnicas de bandeo cromosórnico, se estableció una asociación entre la pérdida 

del cromosoma 11 y la reexpresión de la tumorigenicidad en algunos de estos híbridos 

(Stanbridge y cols .. 1981; Stanbridg!" y cols., l 982). Poco después, mediante el análisis de los 

polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP), se determinó que cuando 

las dos copias del cromosoma l l procedentes de los fibroblastos normales estan presentes en los 

híbridos, las células no son tumorigénicas; la pérdida de una copia de este cromosoma ocasiona la 
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reexpresión del fenotipo tumorigenico (Srivatsan y cols., 1986). Mas aun, la introducción de una 

simple copia del cromosoma 1 1 normal (con ayuda de microcélulas) en las células HeLa, es 

suficiente para suprimir la tumorigenicidad lo cual sugiere la presencia de uno o varios genes 

supresores de tumores en este cromosoma (Saxon y cols., 1986). Posteriormente se demostró que 

la transfección de fibroblastos de rata (transformados previamente con el gen c-H-ras mutado), 

con el gen c-H-ras normal humano induce la supresión del fenotipo tumorigénico. Estas células 

no tumorigenicas expresan al gen mutado y al normal, aunque éste último a niveles elevados en 

comparación con el mutado (Spandidos y Wilkie. 1988). Lo anterior sugiere que la transfección 

(con la sobreexpresión) del gen c-H-ras normal podría suprimir la turnorigenicidad de las células 

He La. 

Por otra parte, se ha reportado que la transfección y sobreexpresión del gen c-H-ras 

mutado en fibroblastos ernbrionales de rata, induce una detención en G 1/S o G 2 /M del ciclo 

celular, con la subsecuente muerte de las células (Hicks y cols., 1991 ). Finalmente, se ha visto 

que algunos fragn1entos subcromosótnicos conteniendo DNA procedente del cromosoma 11 

normal, son capaces de inducir in vitro una detención en el ciclo celular de células de 

rabdomiosarcoma. Esta actividad supresora ha sido mapeada entre los genes de la ¡>-globina y de 

la insulina (Koi y cols., 1993), justo donde se localiza el gen c-H-ras (Fearon y cols .. 1984). Lo 

anterior sugiere que Ras normal podría suprimir la tumorigenicidad mediante un mecanismo de 

detención del ciclo celular y de la proliferación (corno lo hace Rb) aunque el hecho de que el gen 

mutado induzca el mismo efecto indica que se requieren mas estudios para conocer la verdadera 

función o funciones de este interesante gen. 
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En el presente trabajo, se ha analizado el efecto de la transf"ección del gen c-1-1-rus norn1al 

o mutado. sobre la tumorigenicidad •. la morfología celular. el ciclo celular y la estructura· de la 

cromatina de las células HeLa. 
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Material y Métodos. 

Construcción de los plásnaidos que contienen a los genes D.1fJ2 y H-~. Los plásmidos pEJ y 

pEC (donados por la Dra. Esther Chang), fueron cortados con la enzima BamHl (Figura II). El 

fragmento de 6.6 kb que contiene al gen c-H-ras fue insertado en el sitio BamHl del plásmido 

pSV2-neo. Los plásmidos resultantes que contienen al gen c-H-ras normal (RASwt/neo) o al 

mutado (RASm"'/neo) se cortaron con EcoRI antes de usarlos en los ensayos de transfección. 

Obtención de clonas. Las células HeLa se sembraron a una densidad de 5 x 105 células por caja 

(de 10 cm de diámetro) en 10 mi de medio DMEM conteniendo 10% de suero neonato de ternera 

y antibióticos. Las células semiconfluentes fueron electroporadas con el DNA linearizado de los 

plásmidos en dos modalidades: en la primera se utilizó una combinación de dos plásnlidos 

formada con 50 µg del plásmido pEC y 1 µg del plásmido pSV2-neo; en la segunda se utilizó 

únicamente un p\ásmido (5 µg) ya sea el RASw'/neo o el RASm"'lneo. En todos los casos se 

electroporaron células con el plásmido pSV2-neo únicamente. las cuales se utilizaron como un 

control. Dos días después de la transfección. se adicionaron 800 111g/n1l del antibiótico 0418 

(Gibco) para seleccionar las células resistentes. Una parte de estas células se congeló en nitrógeno 

líquido. otra parte se expandió para Íos ensayos de tumorigenicidad. y otra parte se utilizó para 

generar clonas. Las clonas se separaron mediante la captura directa de las colonias (crecidas cada 

una a partir de una célula) con un palillo estéril o bien con una micropipeta, y se sembraron en 

pozos de microplaea. También se utilizó el método de dilución lirnitante. Algunas de las clonas 

obtenidas que contienen al gen c-H-ras se pudieron expander y una parte de ellas se congeló en 
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nitrógeno líquido mientras que la otra parte fue utilizada para los ensayos que se describen a 

continuación asi como los que están descritos en el articulo. 

º
··- --

BamHI 

SV40 
•arly promot•r 

Figura 11 .. Construcción de los plásmidos usados. Los plásmidos pSV2-neo y pEJ o pEC fueron cortados con 
BamHl. Entonces los DNAs se mezclaron y ligaron mediante el uso de ta enzima T4 DNA \igasa. y con ellos se 
transformaron bacterias de E. coli para resistencia a ampicilina (AmpR). Se obtuvo el DNA plasmidico de las clonas 
seleccionadas y se caracterizó mediante el uso de enzimas de restricción. Los plásmidos resultantes. RASmu'/neo y 
RASwt/neo contienen secuencias del gen neo derivado de pSV2-neo y del gen c-H-rasv"112 o c·H-ras~tyll derivados de 
pEJ o pEC respectivamente. Las secuencias de PBR322 estan representadas por la línea ddgada y contienen el 
origen de replicación de PBR322 y et gen que codifica para la P-tactamasa (Amp'~"); el segmento rayado representa al 
gen neo; las secuencias de SV40 están indicadas como segmentos con puntos. El promotor temprano de SV40 está 
presente en el fragmento pequefto que se localiza inmediatamente hacia el lado s~ del gen neo. El DNA de c-H-ras 
está representado por el arco blanco y las cnjas negras esquematizan los cxoncs de este gen. 

Ensayo de tu1norigenicidad. Un millón de células fueron colocadas en 0.2 mi de medio sin suero 

e inyectadas en forma subcutánea en la región dorsal de los ratones atímicos. Al principio, el 
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crecimiento de los tumores a través del tiempo se evaluó mediante la medida de su largo. 

Posteriormente se consideró el largo y el ancho del tumor, con lo que fue posible determinar el 

volumen tumoral mediante el empleo de la fórmula: 

L •A2 

Volumen tumoral=-----
2 

donde L representa el largo del tumor y A el ancho. En algunos casos fue posible evaluar el peso 

en gramos del tumor asi como el obtener fotografias tanto del tumor como de los ratones. 

Ensayo de incorporació11 de titnidina tnarcada radioactivatnente. Las células se cultivaron en 

presencia de timidina marcada con 3 H (0.5 µCi/ml) durante diferentes tiempos. Entonces las 

células fueron tripsinizadas y contadas. Se colocó una gota que contenía l x 106 células sobre 

papel filtro y se lavó cinco veces con ácido tricloroacético (TCA) al So/o y dos veces con etanol al 

96% a 4ºC. Finalmente la radioactividad se cuantificó mediante el uso de líquido de centelleo y 

un equipo detector de cuentas por minuto (c.p.m.) para emisiones tipo 13. 

Ensayo de incorporació11 de bromodeoxiuridina. Las células se cultivaron en presencia de 

5µg/ml de bromodeoxiuridina (BrdU) durante diferentes tiempos. Entonces se adicionó 0.1 µg/ml 

de colcemid durante dos hrs y las células se colocaron en solución hipotónica (0.075 M KCI) 

durante 20 min a 3 7 ºC. Los núcleos se fijaron con metano! : ácido acético (3: 1) y se prepararon 

laminillas mediante el goteo sobre portaobjetos. Los cromosomas se visualizaron al microscopio. 
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previa tinción (Perry y Wolf, 1974). Se analizaron 100 metafases clasificándose como de primera, 

segunda, tercera y subsecuente generación. 

Obtención del DNA. Las células (20 x 106
) se colocaron en solución de lisis (20 mM Tris-HCl 

pH 7.5; 0.3 M CH,-COO-Na; 1 mM EDTA pH 8.0; Proteínasa K 400 µg/ml; 0.2 % SDS) durante 

toda la noche a 37°C en agitación. Entonces se realizaron dos extracciones con un volumen de 

fenol saturado con Tris HCl pH 8.0. Se realizó una tercera extracción con 0.5 volumenes de Fenol 

y 0.5 volumenes de Cloroformo-Alcohol Isoarnilico (24:1); después se realizó una última 

extracción con un volumen de Cloroformo-Alcohol Isoamilico, y el DNA se precipitó mediante la 

adición de un volumen de 4M CH3-COO-NH4 y 2.5 volurnenes de Etanol absoluto frio (-20°C). y 

centrifugación durante 30 mina 12,000 x g y 4°C. El DNA se cuantificó mediante la lectura de la 

absorbancia de luz UV a 260 nm. 

Soutlter11 Blot. El DNA genómico (10 µg) se cortó con la enzima BamHl y los fragmentos 

fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.9%. Posteriormente el DNA se 

transfirió a un filtro de Nylon. mediante el uso de 20X ss·c. y se hibridó con dos sondas 

radioactivas que contienen secuencias de los genes c-H-ras y neo. Finalmente se obtuvo una 

autorradiografia (Sambrook y Cols .• 1989). 
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Resultados. 

Formación de tumores por diversas líneas celulares en los ratones atímicos desnudos. Para 

establecer las condiciones del sistema de tumorigenicidad, se cultivaron las siguientes líneas 

celulares: HeLa, CaSky, MRI-H-186 (establecidas a partir de tumores de cervix humano), A204 

(establecida a partir de un rabdomiosarcoma), y Molt (establecida aprtir de una leucemia aguda 

linfoblástica). 

Tabla 1. Desarrollo de tumores de células humanas en ratones atimicos desnudos. 

Células 

Medio de cultivo 

Fibroblastos normales 

HeLa 

CuSki 

MRI-H-186 

A-204 

Molt 

Cantidad Inoculada 

0.5 mi 

3 X 106 

18 X 106 

1 X 106 

3 X 106 

l X 106 

3 X 106 

5 X 106 

10 X 106 

1 X 106 

5 X 106 

i X 106 

3 X 106 

1 X 106 

10 X 106 

32 

No. de ratones con tunior 

0/2 

014 

012 

616 

8/8 

012 

0/2 

0/2 

212 

012 

212 

212 

212 

012 

0/2 



Como células no tun1origénicas se utilizaron células procedentes de un fibroma humano, 

generosamente donadas por la Biol. Guadalupe Cervantes del INCan. El número de ratones que 

presentó tumor para cada una de las líneas se muestra en la Tabla 1. Como puede observarse, las 

células procedentes de fibroma humano no fueron capaces de formar tumor (al menos hasta 60 

días post-inyección), al ser inyectadas incluso a un inóculo muy grande (18 x 1 o" células) en los 

ratones atímicos desnudos. Las células HeLa resultaron tumorigénicas con un inóculo desde 1 x 

106 células y la mayoría de las otra~ líneas también generaron tumores. aunque en algunas fue 

necesario un inóculo mayor. Las células Molt tampoco formaron tumores probablemente porque 

esta línea al ser de leucemia. prolifera en la sangre periférica dificultándose la detección de 

tumoraciones al tiempo de la evaluación. Todo lo anterior demuestra que el sistema es adecuado 

para evaluar la presencia de tumorigenicidad en las células HeLa asi como su posible supresión. 

Supresión de la tuniorigenicidad por el gen c-H-cg,s_ nornial. Inicialmente las células HeLa se 

transfectaron con los plásmidos pEC (que contiene al gen c-H-ras normal, c-H-ras"1
Y

12) y pSV2-

neo (ver Figura 11) en forma simultánea, generandose una población heterogénea (con respecto al 

contenido del gen c-H-ras normal). de células resistentes a neo. Parte de éstas células se 

inyectaron en los ratones atimicos y otras se usaron para generar clonas. Algunas de estas clonas 

fueron incapaces de proliferar, muriéndose antes de lograr su expansión. Sin embargo algunas 

clonas se lograron expander, con lo que una parte de cada clona se congeló y con la otra parte fue 

posible realizar el ensayo de tumorigenicidad. Como puede verse en la figura 111, existe una 

diferencia significativa (p < 0.005, t de student) entre la longitud promedio de Jos tumores 

generados por las células HeLa transfectadas con el gen c-H-ras normal, ya sea de la población 
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a b e 

Células 
• 

Figura 111. Tamaf\o promedio de los tumores de células HeLa y de HcLa transfectadas con el gen c-H-ras. Los 
ratones atimicos fueron inoculados con 1 x 106 cC1ulas y se determinó el promedio del tamai'lo de los tumores (largo 
en mm) a los 14 días post-inyección (d.p.i.). a, 1-IeLa; b, HcLa transfectadas con pSV2-neo; e, población heterogénea 
de células HeLa transfcctadas con los ptásmidos pEC y pSV2-neo~ d, clonas de células HeLa transfcctadas con los 
plásmidos pEC y pSV2-neo; e, una clona de células HeLa transfcctadas con los plásmidos pEC y pSV2-neo que no 
presentó crecimiento tumoral. 

heterogénea (columna c) o bien del promedio de las clonas (columna d), y la longitud promedio 

de los tumores generados por las células HeLa y por HeLa transfectadas con el control pSV2-neo 

(columnas a y b). Como algo de particular importancia, también en esta figura se representa una 

de las clonas que no presentó crecimiento tumoral hasta los 14 días post- inyección (columna e). 

Sin embargo, esta clona generó un tumor de crecimiento muy lento un tiempo después, pero en 

otro sitio, lejos del punto de inyección. De esta clona se aisló el DNA y se analizó la presencia del 
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gen c-H-ras normal encontrándose (mediante un análisis densitométrico) que existen 

aproximadamente seis copias de este gen en cada célula (Figura IV. carril d. lo cual (al inducir 

una mayor expresión del gen) podría explicar la supresión transitoria de la tmnorigcnicidad que 

se observó. El tamaño de las bandas diferente que se observa en los linfocitos normales (Figura 

IV. carril a) es debido al polimorfismo en este gen ocasionado por un distinto número de 

secuencias repetidas en la región 3'. Por su parte el hecho de que en las células He La se detecte 

una baja cantidad de c-H-ras (Figura IV. carril b) podría ser debido a la ausencia de uno de los 

a b e 
~ ~ .. i; .. t~·· ---

' --c-H-ros 

~ -neo 

Figura IV. Existencia de varias copias del gen c-H-ras normal en las células HeLa transfectadas con los 
plásmidos pEC y pSV2-neo. El DNA genómico (JO µg) se cortó con Ja enzima BamHI y los fragmentos se 
separaron mediante electroforesis en gel de agarosa. Después de Ja transferencia el filtro se hibridó con dos sondas 
conteniendo secuencias de los genes c-H-ras normal y neo. a, linfocitos de sangre periférica de individuos nonnales; 
b, HeLa; c. HeLa transfectadas con Jos plásmidos pEC y pSV2-nco. 
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cromosomas 11. lo cual ya está descrito en estas células. Adicionalmente las secuencias del gen 

neo únicamente fueron detectadas en el DNA de las células de la clona (Figura IV. carril e). 

Cuando las células se transl"ectaron con los plásmidos RJ\Sw1/nco (conteniendo t1l gen c-11-

ras normal. c-H-ra .... 1Y 12
) o RAS"'"'/neo (conteniendo al gen c-H-ras mutado. c-1 l-ra,,·"'11 ~) se 

obtuvieron algunas clonas que no lograron sobrevivir. pero también se obtuvieron algunas clonas 

que mentuvieron una proliferación suficiente para expanderlas e inyectarlas en los ratones 

atímicos. Lo que se observó es que las células tratadas con el gen c-H-ras normal presentaron un 

3,500 
.• 

3,000 

e? 
§ 2,500 

o 
E 2,000 
.a 
Qi 
"O 1,500 
e:: 
Q) 

E 
..::! 1,000 
o 
> 

500 

o 
o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 

Tiempo (dias) 

Figura V. Crecimiento tumoral n través del tiempo. Los ratones atfmicos desnudos se inyectaron con las cClula!-> 
tumorales (1 x IOc') y se evaluó el crecimiento del tumor a través del tiempo. El volu1ncn de Jos tumores 'e calculú 
como está descrito en Material y Métodos. (X - X). HcLa; (.6. --- D.). 1-lcL~l translCctaUa~ con pSVJ-111..:0: (• •). 
HcLa transfcctadas con RAS"''/nco; (8···•>• 1-lcLa transfcctadas con RA.S"'' 11 /nco. 
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crecimiento menor del tumor con r~spccto al de las células HeLa. y de HcLa tratadas con el 

plásn1ido control pSV2-neo (Figura V). Adicionalmente, esta vez fue posihlc evaluar a las 

células HeLa transfectadas con el gen c-H-ras mutado y se observó que el crecimiento del tumor 

era todavía mayor que el ele los controles. lo cual indica que la transfección de este gen, en su 

versión mutada, induce un aumento en la tumorigenicidad de las células HeLa. 

Al final del experimento anterior (46 días post-inyección). a los ratones se les tmnó una 

fotografia (Figura VI) en la cual es posible apreciar el tamaño reducido de los tumores generados 

por las células transfectadas con el gen c-H-ras normal (Figura VI. lado izquierdo de los ratones 

Figura VI. Tumores de células HcLa en ratones atimicos desnudos. Los animales fueron inoculados en fonna 
subcutánea con 1 x 1 o" células y se les tomó una fotografia a los 46 días post-inyección. Los tumores proceden de: 
HeLa (lado derecho de los ratones e y d); HeLa transfectadas con pSV2-neo (ratones a Indo izquierdo y b lado 
derecho); HeLa transfectadas con RASmur/neo (ratones a lado derecho y e lado izquierdo)~ 1-lcLa transfectadas con 
RAS"" 1/nco (lado izquierdo de: los ratones by d). 
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h y d). el' :ontrastc con el gran tamaño de Jos tumores generados por las células transfectadas con 

el gen ' H-ras n1utado (Figura VI. lado derecho del ratón a y lado izquierdo del ratón e). Estos 

rcsul•·~dos sc corroboraron al evaluar el promedio del peso de Jos tumores cxtirpados el cual f'uc 

de J.4 g para el tumor generado por las células transfoctadas con el gen normal (ver fotografia 

n::presentativa en la Figura VII. tumor e). y de 3. 12 g para el tumor generado por las células 

transf"ectadas con el gen mutado (Figura VII, tumor el). El promedio del peso de los tumores 

generados por las células HeLa. y por. HeLa transf"ectadas con el control pSV2-neo f"ue de 1. 78 g 

a b e d 

Figura VII. Tumores de células HcLa extirpados de los ratones atímicos desnudos. Los tumo1·es fueron 
obtenidos de los ratones atímicos desnudos a Jos 46 días post-inyección y se les tomó una fotografía. :..1. J-lc:La: h. 
HeLa transfcctadas con pSV.::!-nco; c. HcLa transfectadas con RAS"' 1/nco; d, l lda transfi.:cwda~ con RAS""' 1/nco. 
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y 0.83 g respectivamente. que también es un peso grande en comparación con el tumor generado 

por las células transfectadas con el gen normal, pero inferior al generado por las células 

transfectadas con el gen mutado. 

Las células transfectadas con el gen H-cn.r. normal presentan una proliferación disminuida. 

Desde Jos experimentos iniciales, cuando se transfectó a las células HeLa con la combinación de 

Jos plásn1idos pEC y pSV2-neo. se observó que estas células proliferaban en forma 111uy lenta. 

Para corroborar esto se estudió Ja cinética de proliferación de estas células mediante ensayos de 

incorporación de timídina marcada con 3 H. Encontrarnos que las células transfectadas con el gen 

c-H-ras normal presentan un comportamiento de incorporación diferente al de las células 

transfectadas con el control pSV2-neo (Figura VIII). La disminución de Ja incorporación entre las 

20 y 30 hrs. sin una recuperación corno lo hace el control es indicativa de Ja existencia de 

alteraciones en la duración de las fases del ciclo celular. en particular de las que siguen a la fase 

s. 

Para conocer Ja duración del tiempo de duplicación celular, las células se incubaron en 

presencia de bromodeoxiuridina y se analizaron Jos cromosomas que se encuentran en primera. 

segunda. tercera y subsecuente generación a través del tiempo. El resultado de este análisis es el 

de que las células HeLa transfectadas con el gen c-H-ras normal ciclan cada 42 hrs mientras que 

las células HeLa o bien las HeLa transfectadas con el control pSV2-neo ciclan cada 23 hrs. Estos 

resultados fueron corroborados posteriormente mediante un análisis de citometría de flujo. de las 

células HeLa transfectadas con Jos plásmidos RASw1/neo o RAS"'"'lneo. encontrándose además 
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Figura VIII. Incorporación diferencial de 3H-timidina por las células HeLa transfectadus con el ge·n c-H-ra_,,· 
normal. Las células fueron cultivadas en presencia de timidina marcada con 3 H y se evaluó su incorporación al 
DNA mediante la lectura de cuentas TCA-precipitables a diferentes tiempos. (X - X)., HeLa transfectadas con 
pSV2-neo; (.6. --- L.\.), HeLa transfcctadas con pEC y pSV2-neo. 

que la detención parece estar entre las fases S y G 2 /M del ciclo celular (ver la Figura 4 del 

Artículo que se presenta más adelante). 

Otra observación que se generó del estudio de los cromosomas de estas células es que las 

células transfectadas, ya sea con el gen c-H-ras normal o bien con el mutado. tienden a acumular 

una gran cantidad de cromosomas. En la figura IX se muestra una fotografía de una de estas 

metafases en la cual puede verse la excesiva cantidad de cromosomas contenidos en una de estas 
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células. La cuantifica~ión de estas rnetafases (ver la Figura 5 del Artículo) indicó que las células. 

o bien algunos núcl~os de algunas de estas células (ver mas adelante), contienen un elevado 

Figura IX. Gran cantidad de cromosomas en las células HeLa transfectadas con el gen c-l-l-r11s. Se muestra una 
fotografía d..:: los cromosomas en mctafasc· oQtcnidos de las células HeLa transfectadas con el pl<.ismido RAS" 1/nco. 

número (>200) de cromoson1as (las células I-IcLa son heteroploides con un número de 

cromosomas de 38 a 106) (Lcwin. 1980). Adicionalmente, se observó que las células 

transfectadas con el gen c-H-ras norn1al o mutado son cxtrcmadan1ente sensibles a la toxicidad 

provocada por la bromodcoxiuridina ya que se observó la presencia de una gran cantidad d<: 

células muertas en estos cultivos, en comparación con los de las células HeLa y de HeLa 

transfectadas con el control pSV2-neo. 
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La expresió11 a11ornral del gen c-H-CJLS. induce la muerte mitótica de las células HeLa. Desde 

los experimentos iniciales, donde se transf'ectó la combinación de plásrnidos pEC y pSV2-neo, se 

observó la aparición de células gigantes que presentaban una gran cantidad de núcleos. La 

presencia de estas células también f'ue observada posteriormente cuando se obtuvieron clonas a 

partir de células transfectadas con los plásmidos RASw1/neo como RAS"'"'lneo (ver Figuras 1 y 6 

del Artículo). La morfología de estas células es característica de aquellas células que presentan el 

proceso descrito como muerte n1itótica~ o catástro:fe mitótica. En él las células alcanzan un gran 

tarnaflo y presentan varios núcleos antes de morir. Estas células anormales se generan en mayor 

proporción en la clona de células transfectadas con el gen mutado (Figura 2 del Artículo) que en 

las del gen normal. El análisis de Ja expresión del gen c-H-ras reveló Ja existencia de una 

cantidad aumentada de sus transcritos en las células transfectadas con el gen normal (Figura 3 del 

Artículo). Estos resultados, junto con _los anteriores indican que la elevada expresión del gcn e-J-I­

ras nonnal induce Ja muerte mitótica de las células HeLa, lo cual está en concordancia con Ja baja 

proliferación observada en estas clonas (dado que las células se mueren) y con el tamaño menor 

dc los tmnores que éstas generan. En el caso de las células transfectadas con el gen mutado al 

parecer se generan dos tipos de poblaciones: una que se muere por catástrofe mitótica y otra que 

es capaz de generar tumores incluso mas grandes que los controles. 

Articulo: Induced mitotic death ofHeLa ce lis by abnormal expression of c-H-w.s.. 

Resumen: 

El análisis morfológico de las clonas de células HeLa transfectadas con el gen c-.H-ras, normal o 

mutado, reveló la prasencia de células gigantes multinucleadas. Tales alteraciones morfológicas 
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culminan en la muerte de las células. como una consecuencia de lo que se conoce como catástrofe 

mitótica (o muerte mitótica). Las clonas que expresan al gen mutado producen un mayor número 

de células gigantes en comparación con las clonas que expresan al gen normal. El análisis de 

Northern blot reveló que existe una sobrexpresión del mRNA de H-ras normal en estas últimas. 

El estudio de la cromatina reveló la presencia de núcleos heteroploides y micronúcleos en las 

células gigantes. En varias células se observó un número impar de núcleos. Adicionalmente, se 

detectaron alteraciones en el ciclo celular asi como la aparición de una subpoblación de células 

con un contenido anormal de DNA (probablemente las células que se mueren). Los datos 

sugieren que la expresión anormal de c-H-ras promueve la catástrofe mitotica y n1uerte de una 

subpoblación de células HcLa. 
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Abstract 

\\"ben HeL:i cell~ were selected for stable exprcssion of a neo gene. linked eithcr to mutated or wt c-H-ras genes. 
morphologkaJ e:c:amination of selected clones from several experiments reveaJed fonnation of giant multinucleated celJs. 
The~e morphological aJterations culmina1c in cell dcalh. as a consequence of milotic ca1:1strophe (or mitotic dcath). Ahhough 
dones e'pre,.;.ing the mutured gene produced significantly larger numbers of these g:iant cdls. those transfected with the 
normal allel~ '"ere also found to produce significanlly more gianl multinucleated cells than non-transfected HeLa cells. 
Nonhem blot analysis of mRNA revealcd ove~x.prcssion of the norm:il H-rus !?ene in these clones. Chromatin struclUre 
analysis of these dones showed gross :iJterations. focluding the prcsence of micronuclei and hetcroploid nuclci. lntercstingly. 
odd numbers of nuclei were found in colonies of thesc giant cells. In nddidon. aherations in cell cycle parameters were 
observed. including rhe nppearance of a subpopularion of cells with an abnormal content of DNA. probably representing 
dying cells. Our data suppon the notion that abnonnaJ ex.pression of H-ras contributes ro rnitotic catastrophe and death of a 
subpopulation of HeLa cells. 

Keywords: c-H-nu: Mito1ic dea1h; HeLa cell; Abnonnal exprcssion 

l .. Introduction 

Ras proteins are GTPases that belong to the Ras 
supeñamily of proteins. now including more lhan 50 
members (Bokoch and Der. 1993). They panicipate 
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carranca íí! sc~·idor.unam.mx. 

1 Prcscnt address: Servicio de Hemntologia. Hospital General 
de !t.fé:tico. 067:?0 Mcxico City. Mexico. 

in the transduction of severa) extracellular signals 
involved in different processes. such as proliferation. 
transfonnation and lerrninal differentiation (Egan and 
Weinberg. 1993; Lowy and Willumsen. 1993). 11 has 
been suggested that Ras function is required for cell 
cycle progression in epitheJial cells .. and at leasl 3 
different celJ-cycle-specific requirements have been 
proposed: tirst. upon exit of GO and entry into Gl: 
second as cells enter the S phase: and third. for cell 
cycte exit and terminal differentiation (Howe et al .• 
1993; Moodie and Wolfman. 1994). IG-Ras protein 
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has been shown to be requircd for NRK cells to enter 
mitosis from 02 (Ourkin and \Vhitfield. 1987). 

Several ag.ents. such a;;. epipodophyllotoxin 
(etoposide). ionizing radiation and the radiomimetic 
agent bleomycin. induce DNA. damage and cytotoxi­
city in mammalian ceBs. Such events appear to 
culminate in two different manifestations of cell 
dcath: ( 1) mitotic death; or (:!) ::ipoptosis. The foctors 
which control mitotic catastrophe (or mitotic death) 
remain to be defined. lt appear::o. to be a slow process. 
characterízed by the appearani:e of polyploidy. frag­
mented nuclei and cell enlargement (Lock and Ross. 
1990: Chang and Little. 1991: Zueker et al.. 1991: 
Rodilla. 1993: Tounekti et al.. 1993). 

Methylxanthines. including caffeine and pentox.i­
fylline. enhance cytotox.icity when applied following 
ex.posure of mammalian cell lines to DNA damaging 
agents (Busse et al.. 1977: Fingert et al.. 1986; 
Sehiano et al.. 1991). Brief exposures of a,-arrested 
HeLa cells to tow concentrations of caffeine potenti­
ate etoposide cytotox.icity via mitotic catastrophe 
rather than apoptosis (Lock et :11 •• 1994). 

HeLa cetls. originally deri,ed from an adenocar­
cinoma of the uterine cervix. have been shown to 
harbar transcriptionally active sequences from the 
human papillomavirus type 18 (HPV18). including 
E6 and E7 oneogenes (Schwarz et al.. 1985). whieh 
lcads HeLa cells to progress uninterniptedly through 
the cell eycle. . 

In this contex.t. we have analyzed the effect of 
introducing normal or mutated c-H-ras genes on the 
morphology. cell cycle parameters. and gross chro­
matin structure of HeLa cells. The experiments indi­
cate that abnormal ex.pression of c-H-ras. either nor­
mal or mutated. induces gross morphological alter­
ations of HeLa cells. includint! nuclear and chro­
matin changes. that eventually ~ulminate in mitotic 
catastrophe (or mitotic death) of a subpopulation of 
these cells. 

2. Materials and methods 

2.1. Recombinant plasmids containing neo and c-H­
ras genes 

Plasmids pEJ (c-H-ras"ª11 :?) ar pEC (c-H-rasgtyl:?.). 
both the generous gift of Dr. Esther Chang. were 

digested with BamHl. and the 6.6-kb e-H·ra.v-con­
taining DNA insened into the BamHl restriction site 
of pSV:?-neo. The resulting plasmids. conu1ining ei­
ther the normal gene (RAS ... ' /neo) or the mutated 
(RAsm0 •/neo) were linearized with EcoRI and thcn 
used to transfect HeLa cells. 

2.2. Prepara/ion of stable clones 

HeLa cells were plated at a density of 5 X 10~ 
ce11s per dish ( 10-cm diameter) in DMEM containing 
109<- newborn calf serum. Semiconfluent cells wcre 
electroporated with tinearized DNA as previously 
described (Guido et al.. 1992). Two days after trans­
fection. 800 mg/ml of the antibiotie G418 (Gibco) 
was added to lhe medium. and individual clones 
were selected and either used directly for analysis or 
stored in liquid N:?.. · 

2.3. Cell ana(vsis 

Cells were seeded over glass coverslips. fixed 
(80~ ethanot. lOo/c sucrose). and stained with hema­
toxytin-eosin. Far chromatin st.ructure. cells were 
fixed as above. stained with 2.4-diamidino-2-phenyl­
indole (DAPI). and visualized on a fluorescence 
microscope. Percentage of giant multinucleated cells 
was detennined by first plating 5 X 10> eells (50-mm 
Petri dishes) and allowing colonies to fonn during 72 
h. Colonies with giant multinucleated cells were thcn 
counted (normally t 00 colonies per dish) at different 
times. For ccll-cycte analysis. cells were plated at a 
density of 5 X 10 5 cells per dish (\00-mm diameter) 
and allowed to adhere. At different times cells were 
trypsinized. fixed in 70% ethanol. and treated with 
the High Resolution DNA Kit (Partee, Gmbh. Ger­
many)_ Aow cytometry analysis was peñonned on a 
Partee CA-11 flow cytometer (Gmbh. Gennany). 

2.4. Northern hybridi~ation 

mRNA was ex.tracted from semiconfluent cultures 
and analyzed essentially as described Sambrook et 
al.. 1989). DNA hybridization probcs (the 6.6-kb 
human c-H-ras fragment from pEJ. and a human 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase frag­
ment) were random-primed labeled using [a­
» P]dCTP (Arnersham lnternational ple). The RNA 
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hlot '' ª' h~ l'.'riJizi.:J ovcrnig:ht. w;.1!'.hcü al low -.tnn­
~cncv (~ ~- SSC. 0.1'7r SOS) at 55ºC. and autor.J.Jio­
graphcd. Thc probc was 'tripped-off. anJ the filler 
thcn h!-hriJi.,l!J with a lahelcd human GAPDH­
-.pcdfii: pn"~ ;.al high ...,tringcncy. 

~.5. Cyrnf..!t.'th"IÚ." t11wlysis 

C!!ll .:ultun:-. wcrc in~uhatcd for -'":! h al 37ºC. anJ 
2 h h.:11..-'rc h.J.nc-,ting. 0.2 mi of Colcemid <Gihco) 
"'·as addc-d h .. " cach platc. Thc cells wcrc then incu­
huted for 2 h at 37ºC. and washcd twicc in PBS. to 
remo'!! Ji:aJ cclls. Adherent cells wc:rc collcctcd 
after treo.tment with u-ypsin. and ccntrifuged at 300 
X g far 10 min. Supcrnatant was removed. and cells 
placed in h~JX"'tonic ~olution (0.075 M KCl) at 37ºC 
for 20 min. Cells were then fi.xed and washed with 

chillcJ n1cth:.1nol-al..'.'ctic ac..:id (J: 1 ). SliJc, \A,:crc prc­
parcc.J specially for aneuplrndy scoring. hy drnpping. 
thc ,.;ells ,gcnlly un micro .. copc sli<lcs. air drying at 
room tcmpcralurc and .,.laining. with Gir!m~::i (Jt:,.-l for 
3 min. Chrnmo .... omc nurnht."r wa .... Jctcnnini:d º" 
analyzing 100 mctaphasc~ (Vega et al.. 1995). -

3. R~sults 

3.1. /11duc1io11 of mirotic ce// dearh by normal and 
111ura1ed Ra_,. 

He La ce lis were tr::insfccted with normal (Gly 12 > 
or mutaled (Val 12) human c-H-ras genes linked to a 
neo-resistance marker. After selection with G--'" 18. 
morphological examination of transfected clones re-

Fig. 1. ~1orphol~icaJ changcs induced by H-ras in HeU cel1s. HeLa cclh were stably 1ransfec1ed with diff~nt plasrmds contaimng c1thcr 
the neo geno.! aJOOC' or the neo gene linkcd 10 normal or mutated ver;.ion!-. of the human H-ras ~ene. Sc-lected dones .... en-: grown for ;~ h .utú 
pho1ogr.1.phcd. H.: la cdls ..... ere 1r.i.n~fec1cd u.ith: A. none: B. pSV~-neo; C. RAS""' /neo: and D. RAS .... 1/neo pla!-.mids. re~pec1i,,.·d'.-. 
Bar- "70 µm. 
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Fig. 2. Time course ap~;uance of giant muhinuclea1ed cclls. Cells 
were seeded al Jow densily and grown for 72 h to aJJo•· cofonies 
10 form. Thc percentage of colonies with gianl muhinucleated 
cclls was calcuhned by counting at Jcast 100 colonies/plate at lhe 
indicated times. The grnph shows the mean of J indepc:ndenr 
expcriments ± S.E.M. The cells were transfected with: X. none: 
•. pSV2-neo; 8', RAS'""'/neo; shaded circles. RAS .... '/neo. 
ª p < 0.05 (ANOVA te.si). 

Fig. J. Sonhem bloc .uJ,:IJ}!>is of c-H-ras trnnscripL TlNo µg 
mRNA from each celJ ~pe '4.ere cfectrophon:sed and transfcrrcd 
to nylon membranes .1.DJ h) bridized ro a 6.6-kb Bam.HI probe 
containing the human .:-H-ras gene (uppcr pancJ). As a conrrol. 
the bJor was washed .;md h) bridized with a probe containing 
human glyceraldeh)·de-~phosphatc dehydrogcna.se (GAPDH) sc­
quences (Jowcr p:ineU. Lanes: J. pSV2-neo transfected cells; .:?. 
RAS"" /neo transfected ... -c-Us; 3. RAS,... 1 /neo rransfcctcd cclJs. 
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Ag. 4. DNA contcnr of transfrctcd and non-transfcctcd cells. CclJs wcrc grown and harvested ou tbo=- indicatcd tin\Cs after secding. and tlow. 
cytomctry analysis was peñormed. Numbcr of nuclci as a function of DNA conrcnt are sho~:n. DXA con1enr corrcsponding to G l phasc, is 
indicaccd as peak l. and thosc corrcsponding lo G2 + M as peak 2. DNA contents n:corded benr.a=-o pcaks J and 2 correspond to nucJef in 
the S phasc. Also indicated are nucJei with a DNA content be1wecn S and G.:? + M phases (pe;:al.: ~· ). nnd nucJei with a larger amount of 
DNA (peak 3). 



vealed the presence of aberra.ni cells CFig. J J. Larg.c 
cells that co.ntained se\:eraJ nuclei '4·ere obsen·~d 
(Fig. 1 C. D). 

The morphology of these gianr ce JI s. "ith ~'eral 
cvcnly !'.tained giant nucld ::and micronucf(!i. ha....;. ~o 
idcntificd previousJy as cells that are undergoing 
•mitotic death• (Lock et al.. 1994). This ph.:nom.:non 
was observed in clones obl&lined from se,·eraJ inde­
pendent transfections. Likewise. similar obs.en.·::uions 
were obtained when a neuroblastoma cell linc:- ""as 
used instead of HeLa ceJJs (manuscript in prepara­
tion). Ali of the obtained clones sho,11.-ed the prupe~ 
of const::mtly generating giant multinucJe.o:Uc!d celJs. 
keeping a popufation of smaJJ cells. In an ancmpt to 
separate the giant multinucleated cells. from the 
smaJI ones. we observed thar these giant cells gre" 
poorly and wcre una.ble to reach confluence. In facL 
these cells died befare any possible ceJJ transfcr. 

The effect of Ras on the proponion of cells 
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undergoing: theSc:" morphological .:hanges "'·as quanri­
fied (Fie . .:?). Cloned .:eJJs ""ere .. eeded at verv Jow 
density ;nd 01Jlo"'ed ro gro"· during 72 h. In lh~ cells 
cr.insfecred ""ith H-ra.~'··== gene. rhe percenrage of 
~olonies "'ilh gianr mulunudi.•;..th.·J cclh incrca .. cd 
'igniticantly through t.he time. lnúeed. 116 h aftcr 
Sc!cding. 70'< of the colonif!'s. contained giant multin­
ucleared cells. In cells lr.l.n:i.frcti:!'d v.·ith the nonnal 
gene (H-rasG 1 ~ 1=) the percf!'nl of i:olonies with cells 
cx.hibiting this morphology Vr.i.15 less (30'7'-) than tha.r 
obsen.·ed ""ith the mutah.'!d gene. but increased signif­
icantly as compared "'ith the untransfected He La 
cells. or ceJJs rransfected "·ith the pSV2-neo vector 
a.Jone (JO and 15'<. respecti'-el~ ). 

3.2. Expression of c:-H-ras in thc rransfected ce/Is 

To ascenain ""hether thc:- effecLS obser...-ed after 
ttansfecting Hel..;i cells ....,-ilh RAS .... 1 /neo. and 
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Fig. S. Abnonnal exprcssion of H-nu altQ'S e~ num..bcT- disrribution... Cclls v.·en: gro~-n for ..;~ h omd tben ~'poscd 10 colcemid for 
2 h. Cytogene1ic analysi'i wns pcñonnc-d .:ounting 100 ~- .A: non-tnmsfect.ed HeLl celJs. B: pS"\.-::-~ uansfecred clone. C; 
RAS.., /neo uansfecred clone. O: RAS-1/neo clone. 
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RAS"'u'/nco are dul.!' to .. ihnnrm<-d c'prc ...... i1.1n of lhc 
c-H-ra.\· gene .... 111R:"\i.-\ v..:.i:-. C'\lr._h.:lt.."Ú front donc:d 
c..·clb. and an.il).rcd h) :"Jonhc.·m hlnttin~. A ó.h-~h 

B~imHI fraµntcnt c1mta1ning hun1~u1 L·-H-nn ... e-

qucnt:c ... "'~l"· u ... '-·Ll .. h rrn~ .. -\.n lni:n:.,pn: ...... .._·d c-H­
r".s 1ran ... cnp1 < 1 . .: l..h) ""a ... 1...h:tcL·t1.:ú in •. :cll ... tra11'­
fc1.:tcJ \\, nh R.-\S "'' n..:u 1 Fi~. 3. urrx-"r pant..·I. !.in..: ~). 
anLi ~rhap' " rc-..p¡)n ... 1hk fl .. lr thc.!' oh..,t..•r.c:J .:.illl.•r-

Fig. ó. Nuclc;1r Olhnormaliuc~ 1nduceú by H-ra.1·. Left p;uicl: ht."mato.'\ylin-.:-o-.m -.t.::unin:; of gi.J.nl .:di .. "-llh •. m .1.t-n.._">rtTI.1.l numh•.."f" of nu..:/~·1 
A. pSV:O:-neo trani.fectcd clont:: B. RAS"'/nco rr;in~fl!'ctt:d clone: C. R.-\S"'"'.t 11<!"{1 tr.l..fl..,f.:-ctcd cl~•oc llar= ~l µ.m. R1::!ht p.ancl; Chr1in1..111n 
struc1urc was v1su.ali.t:cú hy ... 1a1ning wi1h Di\PL T2 h .1ftcr ....ccdin~. D. pS'-·~-n .. :o 1r..1n .... fc.:1t."'·d don.:. E_ R.'.S""' ·~n tr<.111-.tc1,:1cú ~·Jon~·. F. 
RAS'"'"/neo lransfe(.'ted done:. Bar""' 25 µ..nL .·'\rn'""" 1nd1.:..11c mu:ronuch.·1 
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aLiom, induccd by Lhc normal Rus gene. In 1.:ontrasl. 
we obs.:rved only basal ex.pression in the 
RASmu•/neo transfected clone. The very low de­
tectable c-H-ras transcripts in these cells 
(RAsm 111 /neo). or in the pSV:?-neo clone were not 
due 10 1oo.u.1ing or transfcr discrepancies. bccause the 
~o.ame amuuOI uf RNA wus detectcd usinl! a GAPDH 
prnhc ( lowi:r panel). - . 

3.3. Chan .. ~es in ce// cyc.·le distributio11 asso(,.·ic11c."d 
wit/J ab11onnt1l t!xpres.\·ion uf R<1s 

The distribution of cells ovcr differcnt phases of 
the cell cycle in the clones that contained giant. 
rnultinucleated ce11s and small ones was analyzed. 
Selected clones were cultured and analyzed using 
standard flow cytometry: cells were lysed and their 
nuclei stained with DAPI. to label double-Stranded 
DNA. Transfection of HeLa cells. with either 
RAS""' 1 /neo. or RASmu'/neo resulted in altered cell 
cycle parameters. Fig. 4 shows typical histograms of 
DNA content obtólined ólt scveróll Limes after seeding. 
Peak 1 corrcsponds to nuclci from cells in G 1 phase 
of the ccll cyclc. Peak 2 corresponds Lo nuclei with 
dnuhlc cnnli.!nl nf DNA. typically ohtaincd from ct!lls 
in G:::!/J\.1. Thc nucld from cclls in tht! S pha~c are 
n.!cnrdi:J h'-!tWl.!t!n thcse two pcaks. The quantity of 
nuclci in a peak {.2') that is shifted to thc left. relative 
to peak :?. was significativcly increased .in both 
clones containing either normal. or mutated genes. 
We also observed a third peak (3). corresponding to 
nuclci with a large amounL of DNA. 'lñese resulls 
indicate that the introduction of nonnal. or mutated 
c·H-ras gene. induces alterations in the cell cycle of 
HcLa celts. 

ln addition. we observed in Lhe RAsmur/neo 
clones. thal 7'2 h after seeding cultures at high den­
sity peak 2' disappears. probubly reflecting Lhe de~ 
struction of a subpopulation of these cells (Fig. 4). 
This phenomenon was nol observed in the 
RAS ... ' /neo clones. 'lñe additional peak (3). located 
to right of the peak 2' corresponds to nuclei with an 
abnonnal content of DNA. probably gianl nuclei 
with an increased number of chromosomes. 

3,.4. lncreased number of chromosomes in giant 
multinucleared ce/Is 

HeLa cells are heteroploid. wilh a chromosome 
number per cell ranging from 38 to 106 (Lewin .. 

19HO). HcL:.1 cell' u~i:J in thr: pn..-~r:nt -.(Ud:'- -.hn"" L."d .i 

chromosome number per cell ranging from 30 to 
105. Ras-containing clones sho"..:d an inL·rea:"t~d 

number of chromosomc:s per cell. :J!'o shown in Fig. 5. 
While nuclei from the RAS""'l/neo clone e'\.hibited 
hctween ~5 :.ind 200 chrnmo.;.omr.! pcr ccll. in the 
RAS 111111 /ni:o clone. nuclci \A.eri: fnund "' 1.:nntain 
hctwcl.!n 33 and :!OO chron10Mln1c-. pl.!r t.:1.!ll tF1~. :-c. 
D>. Nuclc:i from thc: pSV2-neo clone Jid nt'l i!''\.hih­
itcd any differcnce!'o with n:speC( lo lhe non-tran ... -
fected cultures (35-104 chromosome~ ~r cf:.lll. 
These results indicatc that abnormal e'\pre ...... ion oi 
ra.'i affects the ínteg.rity of the mechani'.'lom:::.. that 
rnalntain the correct nurnber of chromosomes per 
cell. 

We also observed that Ras induces formation of 
rnicronuclei. and gross failure in the mcchanisms that 
controls cytokinesis. because cells with l"' o. lhree or 
more nuclei were observed (Fig. 6). \Ve interprli!t 
these results as indicative of a conneclion l>r!1'\:een 
Ras and Lhe mechanisms thal control cytokines.is. 

4. Discussion 

In thb wurk we have analyzt:d thc .:ff~i.:t nf an 
ahnorm:.il L:-H-ru.\· e:,prcssion. on morphoh .. .,!=i¡,;-al. 
L:ell·cyck :.ind g.rowth churacteristic~ of HeLa ~.:11 .... 
Pennanent expression of ¡;_·.H-ras ,genes. t!ither nl.lr­
mal or mutaled. linked to a neo selection rnarkcr. 
was found to induce gross morphological alter.:a.tions 
in Lhese cells. One dramatic and readily detected 
effect was the appearance of giant cells Vroo·ith multiple 
nuclei. These giant cells were found to undergo a 
limited number of divisions. and finally die as a 
consequence of whnt is called ·mitotic cata...-..uopheº. 

Several antineoplastic agents have been reponed 
to induce the formation of cclls with tv.·o or more 
nuclei both in vivo and in vitro (Bami et al.. 1985a. 
Bami et al.. 1985b: Pelliccr et al.. 1987: RC'dilla. 
1993). Aggarwal (1974) and Sodhi (1977> reponed 
that cispJatin induced binucleated and multinucloi:ated 
giant cells in Sarcoma-180 cultures. by inhibiting 
cytokinesis. Tounekti el al. ( 1993) describc!d Lhat 
bleomycin induces formation of g:iant polynuckated 
cclls that die from mitolic death. Likewise. Lock et 
al. (1994) described the formation of giant HeLa 
cells. with several evenly stained nuclei and mi­
cronuclei that underg.o mitotic death after treaunent 
with etoposide. 
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The molecular mechanisms by whích the induc­
tion of multinucleated cells with micronuclei are 
produced are f.ar from understood. Possibilities. such 
as maJpositioning of the! cenuioles {SearJe and 
Bloom. 1979). disruption of tubuJinc polymerization. 
or microtilaments and microtubules (A,ggarwal et al.. 
1980: Peyrot et al.. 1986). and even on actin/myosin 
polymerizoHion (responsible for thc fonnation of the 
conrra~tilc ring) during milo.-.is. and or cyrok.inesis. 
could he Uircctly involved on thc fonn¡¡cion of multi­
nucleated cells. 

When we analyzed the exprcssion of the trans­
fected c-H-ras ,genes by Nonhern blotting. we ob­
served that the wt aJlele was overexpressed as com­
parcd to the endogenous allcle and to the mutant 
fonn. These rcsuJts indicated to us thac inappropriate 
expression of c-H-ras. either by overcxpression of a 
wt aJJele or. by the presence of a mut.ant form. lead 
to almost similar phenotypic changes in HeLa cells. 
The effect of mutant or nonnal c-H-ra.s- inappropriate 
expression in HeLa cells. although leading to similar 
changes. were distinct. Although nonnal Ras overex­
pression c:-vcntuaJly h!ads to thc fonnation of giant 
t.:clls. it did ir in a h!ss dramati<.: way than the 
cxprc~ .... ion nf a mut;Jnt fonn (Val 1 :!). Whcn thc 
appcara1h:c of thc'.'>C giant cells was anaJyzi.!d us a 
fum:tion of 1ime. significant diffcrcnccs werc nb­
:icrvcc.J hctwccn 1hc clone'.'> containing thc normal or 
thc mutant forms of thi'.'> gene. 

\Vhc-n '\\.'e analyzed celJ-cyclc para.meters of cells. 
fron1 dones exprcssing the normal or the mutant 
alJele. we found they produced a population of cells 
that contained an incrcascd conrent of DNA as shown 
by thc prt!~cncc of a peak tha1 does not behave as a 
population of cells arrested in G2/M. We believe 
thar thcsc clones givc risc to a subset of cells with an 
increased content of DNA. that undergo rnirotic 
catastrophy and finaJly die. 

\Ve obscrved giant nuclei in muhinudeated cells. 
1hat comained a highcr amount of chromosomes. 
Cultured fibrobJasts from p53 deficient mouse em­
bryos. exposed to spindle inhibitors undel'V.l'ent muhi­
ple rounds of DNA synthesis without completing 
chromosome segregation. thus fonning tetraploid and 
octaploid cells (Cross et al., 1995) 

Similar mcchanisms have been described in hu­
man ceJJs treated with staurosporine. a microbial 
aJka.Joid. Human lymphocytic MOLT-4 ceJJs were 

arresred ini1ially in G2 by staurosporine: 1hen 1hest!' 
cells initio.ih:cJ addicional rounds of DNA repJicarion 
wirhout cell division. Stauro~porine also induccd se­
verc changes in the morphology of thcse cells. mani­
fcsted as cdl enlargement. nucleo.ir clongation and 
extensive fragmentation. and micronuclcution (Bruno 
c:t al.. 1991: Usui et al.. 199~). lt is known thut 
sruuro:-.porine is a potent inhibitor of a v¡¡riety of 
prorein kina~e-~ and U'.'>ui et al. ( 1992) ha"e repone-c.J 
thm in r;.it diploid tlhrohla~l~ thc full activation of 
p3..i.:u.:.: kinasc during G2/!V1 was blocked in vivo by 
an ¡¡nalogue of staurosporine. 

In mammalian celJs. cdc2 and cdk2 are among 
genes that are induc:ed in quiesccnt cclls by mitogen 
or scrurn slimulation C:\tüller ~t al.. 1993). SeveraJ 
extmcellular signals involving milogen or serum 
scimulation pass through Ras. Recenrly. it has becn 
suggested thac Ras may regulate at Jeast two down­
stream signal transduction pathways. one controlling 
translation. transcription and the cell cycJc. and the 
other controlling cytoskelctal organiz¡¡tion. The first 
pathway. referred to as the mirogen-¡¡ctiv¡¡ted protein 
kinase ( '.\.IAPK) pathway incJudcs a set of cytoplas­
mic gro\.vth factor-rcgulated serinc-/threonine ki­
na'.'>cS that acl on hoth ribo'.'>omal und nudeo.ir f;.11..:lor .... 
The ~ccond pathway. rcfcrred to u..; tht: Rho/R;.u.~ 

pathway includes a set of Ra .. -relalcd GTP-binding 
protcins that control tht: ~patial p<ittcm of actin poi) -
merization in the cell (Prendcrgast and Gibbs. 1993). 
Sorne MAPKs (ar ERKs) show both genetic com­
plexity and a structural rclmionship to the cdc2 
family of kinases that are involved in ceJJ cycle 
regularion (Prcndcrgast and Gibbs. 1993). A possibil­
ily is th~t che introduction of c-H-ras alters the 
regulation of cell-cyclc through proreins such as 
cdc::!. cdk.2 and cycl ins. 

The sug,gested model is tho.it Ras could interfcn.· 
with thc rcgul¡¡tion of cellular morphology and cdl 
cycle at two le veis: ( J) extranucJe¡¡r. affecting the 
cytoskeJeton through Rho and Rae. and altering 
mechanisms such as the correct separation of sisrer 
chromatids and cytokine-.;is during mito~is: und (~) 
nuclear. intcrfcring with thc r<.·gularion of pro1ein!'> 
such as cdc2. cdk2 and cyclins. and affec1ing several 
mechanisms such as the ceJJular memory of the 
actu¡¡J ceJl-cycle position and the reguJ¡¡tion of the 
correct number of chromosomes per nuclcus and celJ 
size. 
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Our results are in ag.reement wi.th the suggested 
model. because innapropiate ex.pressi.on of H-ras 
induces alter:uions in cell morphology. cel1 cycle. 
cytokine~is anJ karyokinesis. Funher studies are re­
quired to elucidate lhe ex.act mechanisms by which 
Ras participates in the regulation of these events. 
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Discusión. 

Los resultados de este trabajo muestran que la transfección de las células 1-IeLa con el gen 

c-H-ras normal provoca Ja generación de diferentes tipos de células: algunas de ellas incapaces de 

proliferar (que se mueren por catástrofe mitótica). otras que proliferan muy lentan1cnte y que no 

desarrollan tun1orcs (al nlenos por algún tiempo). y otras que retienen la capacidad de lbrmar 

tumores. aunque de menor tamru"lo qúe los controles. La posible explicación a esto podría ser la 

falta de un control en cuanto al número de copias del gen c-H-ras que entran a la célula, asi como 

en cuanto a la inserción en diferentes sitios del genoma. activos o no para la transcripción; el 

consenso es que el DNA transfretado in vitro a las células de mamífero se integra ul azar. Esto 

indica que debe existir una expresión heterogénea del gen en las difcrcnh:s células~ dando por 

resultado los dilcrentes efectos observados. De hecho se logró comprobar que una de las clonas. 

en la que se ohscrv<'"1 una n1arcada supresión de Ja tun1origcnicidad. presenta varias copias del gen 

normal. Muschel ( 1990) ha reportado que durante la transfección del gen 11-ras" <.:él u las de ratón, 

al menos cinco copias del gen se integran en un sitio específico del cromosoma 3 del ratón. 

posiblcnu:ntc n1cdiante recon1binació!1 hornóloga. El que se haya detectado Ja presencia de varias 

copias del gen c-H-ras en una de nuestras clonas está en concordancia con Jo observado cn otra 

de ellas~ que presentó una rnucrtc mitótica acusada~ y en la cuaJ se encontró que tenía niveles 

aumentados de expresión del gen c-H-ras normal. Chang y cols. (1982) reportaron que la elevada 

expresión del gen c-H-ras normal es capaz de transformar células normales~ cosa que estaría en 

contra de nuestros datos. Sin embargo Paterson y cols. (1987) lograron aislar revcrtantcs no 

tumorigénicas a partir de cdulus de un fibrosarcoma humano HTl080 (hctcrocigotas para N-ras 

es decir. tienen un alelo normal y un alelo mutado). Tales revcrtantes pos<.:<:n copias adicionaks 
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del alelo normal (generadas mediante un incremento en la ploidia cromosómica). lo cual se 

traduce en un· aumento del mRNA. y de la protelna p2 l Ras. normal. manteniendo niveles 

inferiores de expresión del alelo mutado.Asimismo Spandidos y Wilkie (1988) reportaron que es 

posible suprimir el fenotipo tumorigénico de fibroblastos de rata 208F (transformados con el gen 

c-1-1-ras mutado). mediante la transfección con el gen c-H-n1.,· normal. siempre y cuando la 

proteína Ras normal se exprese a niveles elevados con respecto a la proteína mutada. Estos dos 

trabajos estan en concordancia con lo encontrado por nosotros. En algunas de nuestras clonas fue 

imposible evaluar la tumorigcnicidad. ya que las células se murieron antes de poder cxpandcrlas 

en número suficiente para su inyección en los ratones atitnicos desnudos. Sin cn1bargo. se puede 

concluir que en las células transfectadas con el gen c-1-I-ras nonnal que generaron tun1ores~ el 

tamaño de estos fue menor que el obtenido con los controles. lo que indica que este gen en su 

versión normal induce una inhibición del crecin1iento del tumor. 

l~n el caso de las c~lulas que fueron incapaces de pro1i1Crar y se 1nuricron~ la n1L11.:rti.: 

n1itót.icu fue con1probuda por la observación de las serias alteraciones n1orfológicas prcsl!nlcs t.:n 

estas células como son el aumc11to exagerado del tan1año celular y la presencia de varios núcleos. 

Además, la existencia de una gran cantidad de cromosomas (>200), así como la detención del 

ciclo celular entre las fases S y G~/M son evidencias que apoyan la afirmación anterior. O'Brien y 

cols. (1986) reportaron que fibroblastos normales de humano transfcctados con el gen v-K-ras. 

generan microtumorcs (al ser inyectados en ratones atín1icos desnudos) para enseguida envejecer 

y morir. Esto apoyaría la idea de que el cnvejecin1icnto con la subsecuente muerte podría st.::r un 

mecanismo de protección antitumoral. Igualmente Hicks y cols. (1991) reportaron que la 

transfección y concomitante expresión aumentada del gen H-ras mutado en fibroblastos 

45 



embrionales. de rata REF52 induce una detención del ciclo celular en las fases G 1/S y G 2 /M. 

ocasionando finalmente. 1a·muerte de las células. Los anteriores trabajos estan en coricordancia 

con Jo cn~oiÚrudo ~or nosotros ya que la trunsfección con el gen c-H-ras mutado indujo una 

detenció~··entre '1ás fases S/G2/M del ciclo celular asi como la muerte de una subpoblación de 

células HeLa. Koi y cols. (1993) reportaron que un fragmento subcromosómico conteniendo 

DNA del cromosoma 11. es capaz de inducir una detención del ciclo celular. y que tal fragmento 

se localiza entre el gen de la 13-globina y el de la insulina (lugar donde se localiza el gen c-H-ras). 

En base a lo que nosotros encontramos en el presente trabajo se puede sugerir que es el gen c-H-

ras el responsable de esa detención del ciclo celular. ya que como se mencionó. tanto el gen 

silvestre como el mutado indujeron una detención del ciclo entre las fases S/G2 /M así como la 

muerte de una subpoblación de células HeLa. La muerte mitótica no fue un efecto del antibiótico 

G-41 8 o de la expresión del gen neo, ya que en las células He La transfcctadas únicamente con el 

plásmido pSV2-neo no se observó tal fenón1eno; además se sabe que la expresión de este gen 

(que confiere resistencia a la neo1nicina en células de marnífCro) en algunos casos induce carnbios 

en la expresión y el metabolismo celular, pero nunca la muerte de las células transfectadas 

(Valera y cols., 1994). 

Durante la muerte mitótica ·la célula pierde el control del ciclo celular y de los 

mecanismos que controlan la existencia de un solo núcleo por célula. Además, pierde el control 

del número de cromosomas por núcleo y el control del tamaño celular. Se ha reportado que 

algunos agentes corno el cis-platino, la bleomicina. el etopósido y la staurosporina son capaces de 

inducir la muerte mitótica (Lock y Ross, 1990; Bruno y cols., 1992: Usui y col s.. 1 992: 

Rodilla,1993; Tounekti y cols., 1993). El mecanismo de acción de estos agentes es poco conocido 
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en la actualidad, sin embargo se piensa que de algún modo interfieren con la polimerización de 

los rnicrofilamentos y los rnicrotúbulos, alterando la formación del huso acromático y de los 

centriolos. Lo anterior ocasiona que la célula sea incapaz de llevar a cabo en forma adecuada 

procesos como la mitosis, la cariocinesis y la citocinesis. Así mismo algunos de estos agentes. 

como la staurosporina, podrían interactuar con las cinasas (CDC. CDK) inhibiendolas y afectando 

finalmente a los controles del ciclo celular (Bruno y cols., 1992; Usui y cols., 1992). 

Lo interesante de esto sería el encontrar una explicación acerca del porque la expresión 

aumentada de c-H-ras normal (generada ya sea por la inserción de varias copias o por la 

integración del gen en algún sitio muy activo) o bien la transfección del gen mutado inducen 

alteraciones similares a las de las drogas mencionadas. Al parecer la alteración de la cascada de 

señales que pasa a través de Ras induce anormalidades en el funcionamiento de las cinasas. la 

traducción. la transcripción y la organización del citoesqueleto. lo cual conduce finalmente a la 

pérdida del control del ciclo celular-y del ciclo metabólico de la célula. Se sabe que Ras está 

conectado directamente con la vía de las proteínas cinasas activadas por n1itógenos. y que esta 

ruta actua sobre factores ribosomales y nucleares que controlan la traducción y la transcripción 

(Prendergast y Gibbs, 1 993). También se sabe que Ras está conectado con la ruta denominada 

Rho/Rac que incluye un grupo de proteínas relacionadas a Ras que controlan la polimerización de 

la actina y el citoesqueleto en la célula (Prendergast y Gibbs, 1993). 

Considerando todo lo anterior es posible proponer un modelo. en el que Ras interfiere con 

la regulación de la morfología celular y el ciclo celular a dos niveles: ( 1) fuera del núcleo. 

afectando al citoesqueleto a traves de Rho y Rae, alterando mecanismos que controlan la correcta 

separación de las cromatides hermanas y la citocinesis al final de la mitosis. (2) dentro del núcleo. 
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interfiriendo con la regulación de proteínas tales como cdc2. cdk2 y las ciclinas. y afectando 

mecanismos que controlan la memoria celular de la posición actual dentro del ciclo celular y el 

lamaflo de la célula. 

Dependiendo del grado ele alteración causada (por la expresión aumentada del gen nornml) 

a estos dos niveles. la célula podría morirse por catástrofe mitótica o simplemente disminuir su 

proliferación. con lo que se generan los tumores de menor tamaño observados. 

Una alternativa para mejorar el método y asegurarse de que todas las células bien sea que 

sufran muerte mitótica o bien proliferen sin formar tumores podría ser el uso de un vector de 

expresión conteniendo al gen c-H-ras normal. con lo que se podría regular la expresión del gen e 

inducir los efectos observados en forma controlada. 

Por lo pronto podemos concluir que la elevada expresión del gen c-H-ras normal 

transfcctado en las c<!lulas l lcLa detiene la proliferación en algunas de ellas y h:s induce la muerte 

mitótiea. lo cual podría representar un avance en la búsqueda de estrategias para detener el 

crecimiento de las células de cáncer. 
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