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RESUMEN

"EFECTOQ DE LA TRANSFECCION DEL GEN H-RAS SOBRE EL CRECIMIENTO CON INDEPENDENCIA
DE ANCLAJE Y LA TUMORIGENICIDAD DE CELULAS HELA"

El cancer a nivel mundial es considerado como un problema de salud piblica y una de las
principales causas de muerte, en nuestro pais ocupa el segundo lugar de fallecimientos por
enfermedad.

Dos caracteristicas importantes del cancer son su marcada desregulacion del ciclo celular y
su proliferacion constante, que da como resultado el crecimiento de tumores. El céncer es causado
en gran medida por el funcionamiento inadecuado de algunos genes debido a mutaciones de algunos
de elios, principalmente proto-oncogenes y los genes supresores de tumores. La importancia de
estos genes radica en el hecho que es suficiente una mutacion puntual para que se conviertan en
oncogenes y participen activamente en un proceso carcinogénico.

En el 30% de todos los cdnceres se han encontrado mutaciones en los genes de la familia
ras . Estos genes codifican para proteinas conocidas como GTPasas las cuales se encuentran
ancladas en la membrana interna de las células desde donde transmiten sefialas de crecimiento,
proliferacion y diferenciacién cuando son activadas por la union especifica a un factor de
crecimiento. Esta sefial desencadena una cascada que después de ser transmitida por varias proteinas
llega al nucleo para activar factores de transcripcion que ponen en marcha la activacion de otros
genes.

Existen diferentes estrategias para hacerle frente al problema del cancer, através de métodos
fisicos, quimicos, bioldgicos y genéticos. De estos Ultimos se sabe que transfiriendo cromosomas
completos a células tumorales, partes de cromosomas o algunos genes se pueden generar células
incapaces de formar tumores, cuando esto se logra se dice que se ha dado una "supresion de la
tumorigenicidad" que pedria ser llevado a la practica en algun tratamiento conira el cancer.

Una dc las caracteristicas de las células tumorales que se cultivan in vitro que mejor
correlaciona con otra muy importante como lo es el crecimiento de tumores en animales
experimentales es el crecimiento con independencia de anclaje. En este trabajo de tesis hemos
evaluado ambas caracteristicas en células tumorales HelLa (células procedentes de un carcinoma
cervico-uterino). Para ello partimos de la premisa de que el gen s-ras puede participar activamente
en la supresion de tumores y que puede tener efectos sobre estos dos parametros.

Para lograr nuestros objetivos, trabajamos con cuatro clonas de células Hela, células HeLa
transfectados con un plasmido que contiene el gen de resistencia a la neomicina, otra clona que
contiene ademds del gen de resistencia a la neomicina el gen /-ras silvestre, una clona mas que
contiene el gen de resistencia a la neomicina y el gen A-ras mutado y células Hela sin transfectar.
De las cuatro clonas celulares la clona transfectada con A-ras silvestre mostré una disminucién en
el crecimiento con independencia de anclaje y una supresion parcial del crecimiento tumoral en
ratones atimicos en comparacion con las otras tres. Se sacrificaron los ratones y de los tumores
generado se restablecieron cultivos, se analizdé y compard morfologia y ciclo celular de todas las
células antes y después de haber pasado por los ratones,

La conclusion a la que llegamos es que la sobreexpresion del gen A-ras silvestre
suprime parcialmente el ¢recimiento con independencia de anclaje y la tumorigenicidad en células
HeLa.



LOS GENES RAS

Los genes ras forman parte de una familia altamente conservada en eucariontes,
desde levaduras hasta el hombre (Barbicid, 1987). En los mamiferos la familia ras esta
constituida por tres proto-oncogenes, H-ras , K-ras y N-ras (Der, et al., 1982) cada uno
de los cuales puede adquirir propiedades oncogénicas, con tan solo tener una mutacion
puntual, comunmente esta se produce en el codon 12 o en el codon 61.(Shimizy, et al.,
1983). Las formas mutadas son prevalentes en muchos tumores tanto humanos como de
roedores, también han sido implicados en la transformacion in vitro, asi como en la
generacion de tumores (Slomon, et al.,1982).

H y K-ras originalmente fueron aislados de sarcomas murinos de Harvey y Kirsten
respectivamente (DeFeo, et al., 1981; Chang, et al.,1982). N-ras primero fue identificado en
una linea celular humana de neuroblastoma (Shimizu, et al., 1983) y subsecuentemente en
otras lineas celulares de diversos tumores humanos (Hall, et al., 1994; Brown, et al. 1984).

Hoy en dia todavia no hay evidencias biologicas o bioquimicas claras , que hayan
demostrado diferencias entre las tres isoformas, por el contrario estas proteinas comparten
muchas propiedades estructurales, bioguimicas y funcionales muy similares (Barbicid, 1987).

Los primeros 85 aminoacidos de la secuencia de los tres genes ras  son idénticos y
los siguientes 80 exhiben una homologia del 85%, el resto de la secuencia C-terminal (el
dominio hipervariable) es altamente divergente, asi como también lo son los ltimos cuatro
aminodcidos (la secuencia CAAX) la cual es requerida para la modificacion post-traduccional
(Grand and Owen,1991).

Los genes ras codifican para proteinas homologas de 21-kD, después de haber
pasado por una compleja reaccién posi-traduccional se unen internamente a la membrana
celular (Grand and Owen, 1991}, desde aqui funcionan como transductores de sefales de
crecimiento y diferenciacion celular acoplandose a otras proteinas através de una cascada
de fosforilacion que involucra una red compleja con capacidad para unir nucledtidos de
guanina e hidrolizar GTP {Eccelston, et al. 1993). Estas proteinas pueden encontrarse en

dos estados gracias a su actividad intrinseca de GTPasa, estar activas cuando se



encuentran unidas a GTP e inactivas cuando quedan unidas a GDP una vez que se lleva a
cabo fa hidrdlisis del GTP (Bogusky and McCormick, 1993; Zarbl, et al.1985)

Mutaciones en el gen ras {normalmente en ei codén 12) producen una proteina que
se encuentra en un estado constitutivamente unido a GTP. Esta forma alterada se encuentra
en el 40% de los canceres humanos (Bos, 1989),

La mutacidn de glicina a valina en el codon 12 de los genes ras. resulta en
un decremento de la actividad intrinseca de GTPasa para hidrolizar a GTP, manteniendo la
forma activa. Asi éstas son consideradas como productos de mutantes dominantes positivas
que aseguran el mantenimiento de la forma activa y se presume que interactuan
continuamente con sus moléculas efectoras . También existen mutantes dominantes
negativas que resultan de una conformacién en la cual el GDP es bastante mas favorecido
que al GTP manteniéndose asi la forma inactiva de Ras provocando al mismo tiempo una
reduccién en la activacion del GDP-Ras silvestre para enviar sefial (Lim, et al., 1996).
Similares mutaciones se pueden encontrar en otros miembros de la subfamilia de Ras como:
Rho, Rac y Cdc42. Ambos tipos de mutaciones han sido muy socorridas para el estudio de
la superfamilia de los genes ras en diversos procesos que caracterizan a una célula
transformada (Lim, et al., 1996).

Aunque los genes ras parecen expresarse ubicuamente en las células
humanas hay evidencias que indican que las proteinas p21 N, H, y K Ras, pueden mediar
diferentes funciones celulares (Leon, et al.,1987; Fiorucci y Hali, 1988) ya que entre tefidos
hay variacion significativa en los niveles relativos de expresion de los tres genes durante el
desarrollo (Leon, et al., 1987) y la diferenciacién (Delgado et al., 1992). En muchos canceres
humanos de diferentes origenes celulares se ve que hay un favorecimiento por mutar alguno
de los tres genes, por ejemplo en leucemia aguda mieloide mas del 70% de las mutaciones
detectadas involucran a N-ras (Toksoz, et al., 1989; Boé, 1989), H-ras parece estar mas
involucrado en carcinoma de vejiga (Sandberg y Berger, 1994) mientras que K-ras en
adenocarcinomas pancreaticos (Bos, 1989) ademas las tres proteinas muestran diferencias
en sus modificaciones post-traduccionales (Grand y Owen 1991). Con estos descubrimientos

cabe la posibilidad de que las tres tengan distintas funciones



Como ya se ha dicho las proteinas ras son modificados a nivel
postraduccional y estas modificaciones son esenciales para su localizacion en la membrana
y poner en marcha su actividad biolégica (Willumsen et al, 1984). Las modificaciones
postraduccionales de estas proteinas involucran el corte de tres aminoacidos de la parte
carboxilo terminal, famesilacion de la cisteina en la nueva terminacion carboxilo,
palmitolacion de otra cisteina localizada cerca del segmento carboxilo terminal y fosforilacion
( Hancock et al., 1989)

Aunque la localizacion de H-Ras en la membrana es fundamental se ha
visto que hay diferencias a nivel postras duccional entre las proteinas normal y mutada ya
que esta ultima es mas eficientemente modificada y se transporta més rapidamente a la
membrana que la normal, lo cual podria corresponder directamente al aumento de la

actividad bioldgica de Ras mutada (Yamada, et al.,1996).



ALGUNAS VIAS ACTIVADAS POR RAS

Las proteinas codificadas por los genes ras forman una superfamilia que incluyen a
- mas de 50 miembros (Bokoch y Der, 1993; Barbicid, 1987). Con Ease en las secuencias
nucleotidicas, la superfamilia ha sido subdividida en tres grandes grupos cuyos miembros
tienen caracteristicas funcionales semejantes: 1) La familia Ras que incluye a las verdaderas
proteina Ras, participan en la transduccion de serales 2) La familia Rho/Rac/Cdc42
involucradas en la organizacion del citoesqueleto y 3) Las proteinas Rab, proteinas que
regulan el trafico membranal, es decir el transporte de vesiculas entre diferentes
compartimentos intracelulares {Bogusky y McCormick, 1993).

Desde la membrana interna de la célula ias proteinas Ras pueden activar varias vais
y tener un efecto pleiotropico en la respuesta celular, sin embargo dos de ellas son las mas
estudiadas y mas importantes la de las MAPK cinasas através de Raf que tiene que ver con
la activacion de factores de transcripcion y la via de las proteinas Rho que tienen que ver

con la remodelacion del citoesqueleto.
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La familia de las GTPasas de Rho incluye varias isoformas: Rac, Rho y
Cdc42, 1as cuales también son miembros de la superfamilia de Ras (Barbicid, 1987). Las
proteinas de la familia de Rho juegan un papel importante en la transduccion de sefales que
intervienen en organizacion de los filamentos de actina en el citoesqueleto y adhesion
celular. En fibroblastos Rho regula la adhesion focal y las fibras de estrés, Rac regula la
formacién de lamelopodios (Ridley y Hall, 1992; Ridley, et al., 1992) y Cdcd2 regula la
formacion de filopodios (Kozma, et al., 1995). Rac y Cdc42 también regulan la formacion de

complejos focales (Nobes y Hall, 1995)
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La microinyeccion de fibroblastos 373 con Cdc42, puede activar Rac y
promover la formacion de lamelopodios a manera dependiente de Rac, ademas Rac puede
inducir la formacion de fibras de estrés de manera Rho dependiente. Estas observaciones
indican que Rac puede activar a Rho y sugiere la existencia de una cascada Cdc42-Rac-Rho
(Chant y Stowers, 1995). En otro estudio sin embargo, Cdc42 mostrd inhibir las fibras de
estrés Kozma, et al., 1995. Ademas la relacion precisa entre Cdcd2 y Rho aun faita ser
establecida.

Se ha demostrado que la expresion de formas activadas de Rac y Rho
pueden transformar fibroblastos (Perona, et al, 1993; Qiu, et al.,1995) y versiones
dominantes negativos de ambas inhiben la transformacion oncogénica por Ras (Prendergast
et al., 1995; Qiu, et al., 1995) este hecho indica que Rac y Rho son esenciales para la
transformacion por Ras y por lo tanto se encuentran abajo de Ras en la cascada de
sefalizacion en el control de ia proliferacién celular.

Fibroblastos de raton que constitutivamente expresan la proteina Cdc42
mutada, revelan una fuerte induccién en la formacion de filopodios y también despliegan un
incremento en la formacion de lamelopodios, sugiriendo un incremento en la actividad de

Rac. En lineas que expresan independientemente Cdc42 o Rac mutadas se induce la



aparicién de un numero elevado de células multinucleadas. Esta generacion de células
multinucleadas causada por Cdc 42 es fuertemente inhibida por una mutante negativa N17-
Rac1(Qiu, et al.,1995).

Qui et al. en 1997 demostraron que la transfeccion de varias lineas
celulares con cde 42 mutado presentan un crecimiento significativo en agar suave. Todas las
lineas que expresan Cdc 42 mutada muestran tumorigenicidad, mientras que las lineas
control no causa tumores, estos datos nos indican que 1a expresion constitutiva de cdc42
activo es suficiente para inducir estos cambios.

De manera independiente fibroblastos que coexpresan V12-H-ras cdc42
o fibroblastos que expresan ras mutado y rac? activado, presentan crecimiento con
independencia de anclaje, alta frecuencia de células multinucleadas y tumorigenicidad.
Cuando sé transfecta N17-cdc42 a los fibroblastos que coexpresan las mutantes V12-cde42
se logra suprimir la formacién de focos al mismo tiempo que se inhibe el crecimiento con
independencia de anclaje ademas se da una reversion de la morfologia transformada, lo cual
indica que Cdc42 es necesaria para la transformacion por ras . Cuando sé transfecta N17-
ract a fibroblastos de mutantes V12/Raci se logra bloquear la aparicion células

multinucleadas pero no la independencia de anclaje ni el fenotipo transformado.



RAS CAUSA TRANSFORMACION

Se ha visto que las proteinas Ras en cualquiera de sus dos formas normal
y principalmente la mutada puede causar transformacion y participar activamente en la
inestabilidad genémica (Gilbert y Harris, 1988), en el incremento de mitosis anormales
(Hagag et al., 1990}, y en rearreglos cromosomicos (Stenman, et al 1987) etc.

La microinyeccién de pequenas cantidades de la proteina Ras mutada,
tambien llamada oncoproteina, puede inducir sintesis de DNA en células quiescentes,
maduracion de oocytos, diferenciacion celular y transformacion. Estos mismos efectos se
pueden lograr con la proteina normal pero, se necesitan cantidades mucho mas grandes
(Lowy y Willumsen, 1993), por ejemplo en células de rata que expresaron niveles elevados
de H-Ras silvestre Ricketts y Levinson en 1988 mostraron una morfologia compietamente
transformada. Esto llama la atencion si pensamos que el alelo silvestre no tendria porque
causar los mismos efectos que el oncogen, pues este Ultimo presenta alteraciones unicas y
no compartidas con el alelo silvestre, al analizar con detalle sus secuencias, que finalmente
son estos cambios en la secuencia los que le dan su caracter oncogénico. De esta forma
podemos hablar de genes que por su sobreexpresion tienen una ganancia de funcién.
Transladando esto al modelo de transformacion por ras , significa que hay mas moleculas
presentes en el citoblasma, que constantemente estan pasando la sefal y con ello estan

activando las diferentes vais.



LA CAPACIDAD DE TRANSFORMACION DE LOS
ONCOGENES RAS ES TEJIDO ESPECIFICA

Se ha observado en ensayos disefiados para comparar y medir actividad bioldgica
de los genes ras con la misma mutacion (codon 12gly-asp), que H-ras presenta una mayor
capacidad de transformacién en fibroblastos con respecto a N-ras y K-ras .

La expresion de los tres genes ras oncogénicos también promueve el
crecimiento con independencia de anclaje (capacidad para formar colonias en agar) en
poblaciones celulares de las lineas RAT2 y NIH3T3 infectadas con retrovirus que portan este
gen. En este mismo tipo de experimentos se encontrd que la accion transformante de H-ras
fue por lo menos cuatro veces mas grande con respecto a N-ras y K-ras y el potencial para
la formacion de colonias en agar también fue significativamente mayor. Por otro lado en
experimentos de delecion se ha visto que la elevada actividad transformante de H-ras en
fibroblastos depende de una Unica secuencia entre los aminoacidos 84 y 143, no se debe al
dominio hipervariable C-AAX, como se pensaba, ni tampoco es el resultado de diferentes
niveles de expresion (Maher, et al., 1995)

Las diferentes actividades relativas de los tres oncogenes en fibroblastos y
células hematopoyeticas en ensayos de transformacion indican que hay una diferencia tejido

especifica debida en parte al potencial biolégico de cada uno de ellos. (Maher et al., 1995)



ONCOGENES EN LA PROLIFERACION CON INDEPENDENCIA
DE ANCLAJE Y LA TUMORIGENICIDAD: EL CASO DE RAS

La proliferacion celular con independencia de anclaje | es una caracteristica
distintiva de células transformadas pero poco se sabe de los mecanismes por ios cuales los
oncogenes inducen este fenomeno (Feinleb y Krauss, 1996). Sin embargo es una
caracteristica de crecimiento in vitro muy socorrida para ser extrapolada y eh principio
explorar el potencial que puede tener una linea celular para generar tumores. Esta
caracteristica es un buen parametro para hacer una primera evaluacion del papel que
pueden jugar los genes en la tumorigenicidad cuando son transfectados a lineas celulares
tumorigénicas. Aunque suelen existir casos en los que no siempre se da esta correlacion.
Por ejemplo hay células que han sido transfectadas con genes supresores y continlan
mostrando independencia de anclaje cuando se crecen en agar semi-solido; pero dejan de
ser tumorigénicas (Pershouse et al. 1993). Tal es el caso de células U251 procedentes de un
glioblastoma que tienen alterado el gen Rsu1 cuyo producto es un inhibidor de ras , cuando
se transfiere el segmento del cromosoma 10 que contiene este gen se logra suprimir la
tumorigenicidad pero no la propiedad de proliferar con independencia de anclaje (Tsuda et
al., 1995). Esto quiere decir que esta propiedad in vitro no siempre correlaciona con su
contraparte in vivo. No obstante, para el caso del gen ras esta correlacién crecimiento con
independencia de anclaje-tumorigeniciadad suele darse. Por ejemplo Kang y Krauss han
visto que fibroblastos de embrion de rata PKC-F4 que presentan dependencia de anclaje,
cuando son transfectados con el gen v-H-ras exhiben dramaticas alteraciones morfologicas
y forman colonias de gran tamafio en agar semisélido.

En el caso de ras es muy evidente su participacion en el crecimiento con
independencia de anclaje y la correlacion con su propia capacidad para formar tumores. Se
ha visto que fibroblastos transformados con ras  proliferan en agar semisélido y son
tumorigenicas, dejan de serio cuando se fusionan con células normales (Griegel et al., 1987).

Otros trabajos, también han tenido los mismos hallazgos. Células no tumorigénicas de rata,



208 F co-transfectadas con el oncogen H-ras v con el gen de resistencia a la neomicina
como marcador de seleccion, presentan un patron transformado y forma grandes colonias en
agar semisolido al mismo tiempo que generan tumores en ratones (Schafer et al., 1991). El
oncogen H-ras producen crecimiento con independencia de anclaje y proporciona ventajas
de proliferacion y crecimiento tumoral, propiedades que son revertidas cuando se elimina la
actividad del oncogen.

La expresién de un gen ras activado en lineas celulares procedentes de
fibroblastos murinos induce una serie de respuestas pleiotropicas que incluyen alteraciones
morfologicas, pérdida de inhibicion por contacto, cambios en expresion de genes,
decremento en dependencia de suero & factores de crecimiento y capacidad para proliferar
en ausencia de adhesion a un sustrato (crecimiento con independencia de anclaje) (Qiu et
al., 1995; Hofer et al, 1994). Esta Ultima propiedad in vifro que tiene que ver con el
crecimiento con independencia de anclaje, es la que mejor correlaciona con la
tumorigenicidad y es una herramienta que pone punto final al andlisis in vitro para
caracterizar las propiedades agresivas del crecimiento de células transformadas (Feinleib y
Krauss, 1996). Es probable, ademas, que los mecanismos que median esta facultad estén
relacionados a los mecanismos basicos que involucra las propiedades agresivas de las
células (Colburn et al., 1978)

El gen ras participa activamente y en gran medida determina la
independencia de anclaje de diferentes lineas celulares, es asi que, el crecimiento y la
formacion de colonias en agar semisolido la linea celular HT1080 procedente de un
fibrosarcoma dependen de la proteina N-Ras mutada (Tolsma et al., 1993)

En dos lineas celulares derivadas de las células HT1080, cuya
caracteristica es tener un alelo normal y uno mutado del gen N-ras , se analizd su capacidad
para crecer en agar semisolido. Las células HT1080 6TG, crecen formando grandes colonias
en este medio, mientras que la linea MCHE03¢8 que carece del alelo N-ras mutado, no
forma colonias bajo las mismas condiciones, lo cual indica que este oncogen controla la
capacidad de independencia de anclaje en agar. Sin embargo, el oncogen N-ras no parece

controlar la capacidad para formar tumores en ratones desnudos, aunque crecen de manera



mucha mas lenta y eventualmente alcanzan el tamafio de aquellos generados con las células
HT1080 6TG. Haciendo estudios mas detallados de la linea celular que carece del alelo
mutado, al secunciar los codones 12, 13, 53 vy 61 de los genes ras H, N y K de los tumores
generados con las células MCHB803¢c8 mostraron solo la presencia de los alelos silvestres, lo
que indica que su capacidad para formar tumores no puede ser explicada por una mutacion
de novo en algunos de los genes de ras . También se observd que células transfectadas con
N-ras mutado presentan un crecimiento tumoral mas agresivo que las de sus lineas control
HT10806 TG (Plattner et al., 1996).

En cuanto a ia participacion de los otros genes ras en procesos
tumarigénicos, hay datos controvertidos. Para el caso del gen K-ras en la formacion de
tumores, Shiras awa et al. (1993) han reportado que la disrupcion del alelo mutado de lineas
celulares de colon trae como consecuencia la pérdida de capacidad para formar tumores, es
decir, se elimina la actividad del oncogen en las células y al inyectarias en ratones no forman
tumores. Por el contrario, Platnner et al (1996) trabajando con dos lineas celulares parecidas
a las reportadas por Shiras awa con el mismo oncogen alterado, vieron la formacién de
tumores més pequefios aun alterando y anulando por completo el funcionamiento de K-ras ,
el andlisis de los tumores generados previamente con el inoculo celular no mostro
mutaciones en ninguno de los tres alelos de ras .

Por lo dicho anteriormente ras juega un papel muy importante en este
fendmeno, pero podrian existir mas factores asociados a él, por ejemplo las ciclinas que
intervienen en diferentes etapas del ciclo celuiar también juegan un papel importante en la
proliferacién con independencia de anclaje, caso concreto es el de |a ciclina A. La expresion
ectopica de ciclina A en células NRK (fibroblastos) induce independencia de anclaje cuando
las células se cultivan en presencia de suero y factor de crecimiento epidermal (Guadano et
al., 1993), sin embargo, esto no significa que las células puedan crecer independientes a
factores de crecimiento y funcionaimente se comporten como celulas transformadas. La
capacidad que puede tener ras para dirigir la expresion de ciclina A en ausencia de sustrato
puede ser critica para inducir el crecimiento con independencia de anclaje (Kang y Krauss,

1996). Las vias de sefializacion utilizadas por ras par inducir la expresidn de cicling A y



provocar la proliferacion independiente de anclaje son desconocidas (Kang y Krauss, 1996)
Los mecanismos especificos por los cuales Ras efectla estos cambios
celulares no son completamente entendidos, pero se cree que por lo menos algunos de
estos cambios ocurren como resultado de alteraciones estables en la expresion de genes
(Borther et al.,1993). Asi que ia identificacion de genes cuya expresion desregulada causa el
fenotipo transformado es esencial para elucidar molecularmente 1as propiedades agresivas

del crecimiento de tumores.
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COMO LLEVAR A CABO LA SUPRESION DE
TUMORIGENICIDAD

La supresion dei crecimiento tumoral se puede llevar a cabo por diferentes metodos
que incluye los genéticos, biolégicos y farmacoldgicos. A continuacion se muestran algunos
ejemplos de cada uno de ellos.

SUPRESION GENETICA
* Fusién con células normales
* Transferencia de DNA genomico de células normales
* cDNA de celulas normales
* Transferencia de genes normales
* Mutagénesis dirigida
* Polimeros sintéticos
* Mutagénos
* RNA antisentido
SUPRESION BIOLOGICA
* Interferones
* Factores inhibitorios
* Anticuerpos
* Acido araquiddnico
SUPRESION FARMACOLOGICA
* Tomoxifen
* Benzamida
* Cumarina
* Burirato de Sodio
* Efc.
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Hoy en dia existen diferentes metodologias que - permiten estudiar la
tumorigenicidad, uno de los mas socorridos es uso de ratones atimicos. Cuando se inyectan
estos ratones con células Hela basta un inoculo de 1 X 10 céiulas para producir tumores en
el 100% de los ratones inyectados, mientras que un inoculo de 1 X 107 células de
fibroblastos normales es incapaz de generar el crecimiento de tumores. La fusion de células
Hela con fibroblastos normales producen un hibrido, este hibrido retiene las caracteristicas
transformadas de las células Hela, pero aigo bastante curioso es que suprime
completamente el fenotipo tumo'rigénico, dejan de ser malignas, si definimos el termino
maligno como la capacidad que tienen las células para proliferar y producir tumores en
hospederos apropiados (Stanbridge, 1976).

El fenotipo de células FE-8 (fibroblastos de rata) transformados con H-ras
activo puede ser suprimido por transfeccion de DNA extraido de células humanas normales,
sin necesidad de hacer fusiones celulares. Esta supresion se da, aunque todos los
revertantes continlen expresando el oncogen ras en niveles altos, Asi que el mecanismo de
supresidn involucra un proceso rio abajo de la interaccion inicial del producto del gen ras
con sus moléculas blanco (Schafer et al., 1991).

Células Hela e hibridos tumorigénicos formados por fusiones celulares
entre este mismo tipo de células y fibroblastos normales, pueden convertirse en hibridos no
tumorigénicos después de introducir una copia del cromosoma 11 (Saxon et al., 1986). Lo
que significa que aqui ya no se requiere de las fusiones ni tampoco de la transferencia de
DNA total proveniente de células normales, basta con un solo cromosoma para lograr |a
supresion. Hoy en dia el camino para lograr tal supresion ya no es tan largo y simplemente
con transferir un gen a lineas celulares neoplasicas y hacer ensayos de tumorigenicidad
podemos sabemos si éste puede estar funcicnando como gen supresor, ejemplos hay
muchos, p53, RB etc.

Ahora el tratar de decir con certeza que un gen puede estar funcionando
como supresor resulta muy complicado por que se debe ser contundente, por ejemplo un
gen que puede estar actuando como supresor en lineas celulares transformadas con el

oncogen ras lo tenemos y es caso del gen K-rev!. Este gen codifica para una proteina
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homaloga con una similitud del 50% a la proteina p21 codificada por el gen ras , al igual que
ras , tiene actividad de GTPasa (Kitayama et al 1989, Su et al,, 1993,). K-rev? puede
revertir el fenotipo transformado de las células NIH3T3 transfectadas con el virus del
sarcoma de Kirstein, sin alterar ia expresién del ocogen ras . Estudios donde emplean genes
quimeéricos apoyan la idea que K-rev suprime la transformacion inducida por ras al competir
por las moléculas blanco involucradas en la transformacion celular (Kitayama et al., 1990;
Zhang et al., 1990). En otro modelo celular |a transformacién de células CREF (fibroblastos
de embrion de rata) con el oncogen H-ras esta asociada con un programa de cambios en la
expresion de genes y con la conjunta adquisicion de un potencial tumorigénico y metastasico
(Boylan et al., 1992). La reversion del fenotipo transformado in vitro por la expresion de K-rev
en estas células, correlaciona con el retorno a la expresion de muchos genes que
originalmente se observan en celulas CREF no transformadas. Sin embargo, la completa
supresion del fenotipo transformado in vitro, la supresion de la tumorigenicidad y el fenotipo
metastasico es incompleto en células CREF transfectadas con K-rev? (Su et al.. 1993), pero
por otro lado, K-Rev-1 es capaz de suprimir parcialmente el fenotipo neoplasico en ¢lonas
de carcinomas procedentes de células no pequefas de pulmon.

Siguiendo hablando del gen Krev-1y haciendo un analisis mas detallados
se han encontrado cosas muy interesantes que tienen que ver con las caracteristicas
celulares tumorigenicas. Por ejemplo células Calu (procedentes de un cancer de pulmén)
transfectadas con un plasmido que contiene dicho gen y ademas el gen de resistencia a
neomicina, que sirve como gen reportero, muestran la aparicién de células gigantes con
nicleos grandes (Caamano et al., 1992). Estos mismos autores tambien hicieron
experimentos para evaluar su tumorigenicidad inyectadas en ratones atimicos en los cuales
observaron una reduccién del 40 al 60% en la formacién de tumores, ademas el tamario de
los tumores fue de 3 a 10 veces mas pequefos que aquellos formados por los confroles
(Caamano et al.,1992) desafortunadamente no se evito el crecimiento tumoral.

No solo con las fusiones celulares, ni la transferencia de genes se han
visto resultados favorables en cuestiones de tumorigenicidad, ya que también se han

encontrado algunas revertantes de células 3T3 transformadas con el virus del sarcoma de



Kirstein cuando estas han sido transfectadas con cDNA de fibroblastos humanos, estas
célufas presentan una tumorigenicidad reducida in vivo y una tasa de expresion alta de v-Ki-
ras y (Noda etal., 1339)

Geiser et al. demostraron en 1989 que Ia supresion de la tumorigenicidad
también es posible en hibridos de lineas celulares humanas transformadas que expresan
diferentes genes ras activados. Al obtener el producto de la fusién de células, cada una
portaba un oncogen diferente de ras ( cualquiera de los tres H, K 6 N), los oncogenes asi
como también sus proteinas estaban presentes en las células hibridas, lo que significa que
hay otros factores responsables de la supresion tumorigénica y no solo basta la presencia de
la proteina mutada. Sus resultados muestran evidencias que fa activacion de los oncogenes
ras puede ser necesaria pero insuficiente para fa conversion tumorigénica. Sin embargo se
ha visto que cuando se mezclan células normales con células transformadas con H-ras la
tumorignicidad se retras a pero no se suprime, fo que significa, probablemente que la
supresion dependa del intercambio intracelular de factores inhibitorios especificos (Kakkanas
y Spandidos, 1890)

Con todo lo mencionado anteriormente podemos concluir que la
tumorigenicidad, entre otras cosas esta reguiada en principio por los productos de genes
supresores, pero esto no quiere decir que necesariamente estos fengan que estar
interactuando por interferencia con la transcripcion o fraduccién de oncogenes, no obstante
pueden interactuar con moduladores o competir con el producto del oncogen o puedan estar
actuando en algin punto diferente dentro de una cadena de eventos que conlieva a la
transformacion y la tumorigenicidad (Craig y Sager, 1985)

Aun asi, contando con todos estos antecedentes todavia no queda claro
por que al inactivar la funcion intencionalmente ocasionada, del oncogen ras no se logra
suprimir la tumnorigenicidad, ni tampoco se logra la supresion de lineas celulares que
expresan el oncogen sin encontrar indicios de la presencia de la proteina oncogénica una
vez que esta ha sido neutralizada. Entonces ¢Cual es el papel del oncogen ras en la

tumorigenicidad?



¢ PODRIA RAS FUNCIONAR COMO SUPRESOR?

Se ha visto que algunos fragmentos subcromosomicos del cromoasoma 11 normal,
tienen actividad supresora que ha sido mapeada entre los genes de la p-globina y de Ia
insulina (Koi et al.,1993), justo donde se localiza el H-ras (Fearon et al., 1984). El gen H-ras
mide aproximadamente 6.6 kb, en el humano se localiza en el cromosoma 11p15.5 (O'Brien
et al., 1983; Fearon et al., 1984). Este gen esta constituido por 4 exones, los cuales dan
origen a un transcrito de 1.4 kb, que codifica para una proteina de 21 kDa (Barbicid, M. 1987;
Lowy,y Willumsen, 1993)

Kashani-Sabet et al. en 1994 demostraron que una ribozima anti-ras podia
suprimir el fenotipo neoplasico in vivo y sugirieron que la ribozima puede actuar como un
supresor del crecimiento neoplasico. Feng, M. et al. en 1995 introdujeron un adenovirus
recombinante con el gen ras a lineas celulares derivadas de tumores y mostraron la
reversion del fenotipo neoplasico, siempre y cuando las células, presentaran mutaciones en
estos genes.

Como hemos visto el papel de ras en la tumorigenicidad es muy relevante,
fanto que algunos autores le atribuyen el concepto de ser un gen oncosupresor {Spandidos),
un gen bivalente, que se puede comportar como Supresor 0 como oncogen, segun el
modelo donde se analice.

Células 3T3 transformadas con el oncogen H-ras  pierden su capacidad
para formar colonias en agar en el 90% cuando se transfectan con una ribozima contra H-
Ras (Meng et al.,, 1997), ellos mismos también demostraron que puede haber una reversion
tumoral al inyectar directamente en tumores generados con células 3T3 tranformadas con el

oncogen H-ras .
Paterson et al. en 1987 trabajaron con una linea celular derivada de un

fibrosarcoma, que contiene un gen N-ras activado. Obtuvieron algunas revertantes que a
pesar de mostrar capacidad de supresion de la tumorigenicidad, retuvieron el gen N-ras

mutado. Al transfectan el gen N-ras silvestre en estas células o hacer microinyecciones de




proteina normal de 2 a 20 veces mayores a los niveles basales no encuentran signos de
reversion morfolégica y el crecimiento en agar es muy similar entre las células transfectadas
y las células sin transfectar, pero sus resultados-son incompletos, pues no realizaron
ensayos de tumorigenicidad, para determinar que se trataba de un supresor, aunque su
objetivo no haya sido este.

Existe contradiccién en cuanto a que el gen ras puede funcionar como un gen
supresor ya que hay trabajos que apoyan esta idea y ofros no tanto. En 1988 Spandidos vy
Wilkie trabajan con células 208F (fibroblastos de rata), que es una linea celular inmortal con
morfologia normal, crece con dependencia de anclaje y no forma tumores en ratones
desnudos. Cuando se transfectan con el oncogen H-ras ocurren alteraciones morfologicas,
crecimiento con independencia de anclaje y tumorigenicidad, mientras que la transfeccion
del gen H-ras normal no tiene efectos aparentes. Cuando el mismo proto-oncogen se
transfecta en células T24 procedentes de un carcinoma de vejiga que solamente expresa la
forma oncogénica de H-ras, se observa una marcada supresion del fenotipo tumorigénico
(Spandidos y Wilkie1988). En estos mismos experimentos hicieron analisis de la expresion
de proteina y demuestran que las células no tumorigenicas 6 suprimidas expresan mas el
gen normal que el mutado, mientras que en las variantes tumorigénicas muestran niveles
reducidos de la proteina normal y una predominancia de la mutada (Spandidos y Wilkie,
1988). Sin embargo resultan contradictorios los resultados encontrados con células 208F que
sobre-expresan el gen H-ras silvestre ya que presentan caracteristicas muy similares de
transformacion, a aquellas que expresan el oncogen. Del mismo modo tambien se sabe que
céluias NIH3T3 que sobre-expresan el proto-oncogen H-ras forman colonias en agar (Ogiso
et al., 1994) y obviamente son tumerigenicas.

En 1989 Geiser et al trabajan con fusiones de diferentes lineas que
expresan cualquiera de los tres genes ras activados. Las combinaciones derivadas de las
fusiones celulares entre HT1080 (H-ras activado) y HT1080 (K-ras activado) suprimen la
tumorigenicidad, no siendo asi cuando estas lineas celulares se inyeclan de forma
independiente en ratones atimicos. Como resultado el hibrido da una complementariedad

genética, es decir que cada una de las células que forman el hibrido, aporta los genes
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supresores de los que carece la otra y viceversa, lo que conlleva a la supresidn tumoral con

fusiones entre lineas transformadas por dos formas distintas de ras .
JUSTIFICACION:

Hasta aqui con los datos que anteriormente hemos citado, tenemos un amplio
panorama que nos deja ver un buen nimero de aportaciones en el estudio y la participacidn
de los genes ras , en la tumorigenicidad, sin embargo, sobresalen muchas interrogantes y
contradicciones, todas ellas de una u otra forma son justificadas y avaladas por diferentes
trabajos. A pesar de contar con todas [as evidencias sefialadas en parrafos anteriores, sigue
prevaleciendo la duda sobre el posible papel que ras pueda desempefiar en procesos
implicados en fa supresion del crecimiento tumoral y si en verdad su version normal o
silvestre pudiese funcionar como un supresor de tumores, de ser asi-este gen tendria que
ser capaz de inhibir el crecimiento tumoral de lineas celulares transformadas.

Ya sabemos que el gen H-ras esta directamente involucrado en una caracteristica
muy importante de las células tumorales, el crecimiento independiente de anclaje, la
caracteristica que mejor correlaciona con la misma capacidad celular que tiene para formar
tumores. Por lo tanto si transfectamos el alelo silvestre del gen ras o el gen mutado en
lineas celulares tumorigénicas como Hela, es posible que se encuentren diferencias de
crecimiento en cultivos de agar semisolido y probablemente estas mismas diferencias
puedan cormelacionar con el crecimiento tumoral en ratones atimicos, es decir que ras |
funcione como supresor al inhibir la aparicidn de tumores. Para ello en este estudio hemos
utilizamos lineas celulares previamente tranfectadas con los genes H-ras silvestre 0 mutado,
para determinar si esta involucrado en la supresién del crecimiento con independencia de

anclaje y por ende en |a tumorigenicidad de céluias Hela.
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fusiones entre lineas transformadas por dos formas distintas de ras .
JUSTIFICACION:

Hasta aqui con los datos que anteriormente hemos citado, tenemos un amplio
panorama que nos deja ver un buen numero de aportaciones en el estudio y la participacion
de 10s genes ras , en la tumorigenicidad, sin embargo, sobresalen muchas interrogantes y
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trabajos. A pesar de contar con todas las evidencias sefialadas en parrafos anteriores, sigue
prevaleciendo la duda sobre el posible papel que ras pueda desempefiar en procesos
implicados en la supresidn del crecimiento tumoral y si en verdad su version normal o
silvestre pudiese funcionar como un supresor de tumores, de ser asi-este gen tendria que
ser capaz de inhibir el crecimiento tumoral de lineas celulares transformadas.

Ya sabemos que el gen H-ras ésta directamente invoiucrado en una caracteristica
muy importante de las células tumorales, el crecimiento independiente de anclaje, Ia
caracteristica que mejor correlaciona con la misma capacidad celular que tiene para formar
tumores. Por lo tanto si transfectamos el alelo silvestre del gen ras o el gen mutado en
lineas celulares tumorigénicas como Hela, es posible que se encuentren diferencias de
crecimiento en cultivos de agar semisolido y probablemente estas mismas diferencias
puedan correlacionar con el crecimiento tumoral en ratones atimicos, es decir que ras |
funcione como supresor al inhibir la aparicién de tumores. Para ello en este estudio hemos
utilizamos lineas celulares previamente tranfectadas con los genes H-ras silvestre o mutado,
para determinar si esta involucrado en la supresion del crecimiento con independencia de

anclaje y por ende en la tumorigenicidad de células Hela.



OBJETIVO:

El objetivo del presente trabajo fue analizar el efecto de la expresion de un alelo
siivestre del gen h-ras en células Hela, sobre el crecimiento con independencia de anclaje y

su correlacion con el crecimiento tumoral.

MATERIALES Y METODOS:

CULTIVO CELULAR: Se ufilizaron células HelLa cultivadas en DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle's Medium) suplementado con 10% de suero neonato y antibitticos
(estreptomicina 10pg/ml-penicilina 100ug/mi). Se generaron clonas de células Hela
transfectadas establemente con el gen ras silvestre contenido en el plasmido pECneo,
clonas con el gen ras mutado pEJneo y clonas transfectadas con el vector vacio pSV2neo,
como ha sido previamente descrito en Miranda et al. 1996. Los tres plasmidos expresan el
gen de resistencia a la neomicina, que sirve como marcador de seleccion.

ANALISIS CELULAR: Los porcentajes de células gigantes multinucleadas fueron
determinados a partir de la siembra de cultivos a baja densidad celular. Se sembraron
aproximadamente 5 X 10° células en cajas petri de 60 mm se permitié su adhesion y la
formacion de colonias durante 72 h., luego se contaron las células muitinucleadas de 100
colonias por caja a diferentes tiempos.

ANALISIS DE CICLO CELULAR: Se sembraron 1 X 108 células en cajas petri de
100 mm permitiendo su adherencia, después de 42 h. fueron tripsinizadas, fijadas en etanol
al 70% y tratadas con el kit High DNA Resolution (Partec, Gmbh, Germany). El analisis de
citofluorometria se llevo a cabo en un citofluorometro Partec CA-ll (Gmbh, Germany). La
calibracion del aparato se llev a cabo con linfocitos de ternera arrestados en la fase G1 del
ciclo celular

CRECIMIENTO EN AGAR SUAVE: Para determinara la propiedad de crecimiento
con iﬁdependencia de anclaje de las cuatro clonas se sembraron 2 X 104 células en una capa

superior de bacto-agar al 0.3% en medio DMEM mas 10% de suero fetal bovino, sobre una
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OBJETIVO:

El objetivo del presente trabajo fue analizar el efecto de la expresién de un alelo
silvestre del gen h-ras en células Hela, sobre el crecimiento con independencia de anclaje y

su correlacion con et crecimiento tumoral.

MATERIALES Y METODOS:

CULTIVO CELULAR: Se utilizaron célufas HelLa cultivadas en DMEM (Dulbecco's
~ Modified Eagle's Medium) “suplementado con 10% de suero neonato y antibigticos
(estreptomicina 10pg/mi-penicilina 100ug/ml). Se generaron clonas de células Hela
transfectadas establemente con el gen ras silvestre contenido en el plasmido pECneo,
clonas con el gen ras mutado pEJneo y clonas transfectadas con el vector vacio pSV2neo,
como ha sido previamente descrito en Miranda et al. 1996. Los tres plasmidos expresan el
gen de resistencia a la neomicina, que sirve como marcador de seleccién.

ANALISIS CELULAR: Los porcentajes de células gigantes multinucleadas fueron
determinados a partir de la siembra de cultivos a baja densidad celular. Se sembraron
aproximadamente 5 X 102 células en cajas pefri de 60 mm se permitid su adhesion y la
formacién de colonias durante 72 h., luego se contaron las células multinucleadas de 100
colonias por caja a diferentes tiempos.

ANALISIS DE CICLO CELULAR: Se sembraron 1 X 108 células en cajas petri de
100 mm permitiendo su adherencia, después de 42 h. fueron tripsinizadas, fijadas en etancl
al 70% vy tratadas con el kit High DNA Resolution (Partec, Gmbh, Germany}. £l andlisis de
citofluorometria se llevo a cabo en un citofluorometro Partec CA-ll (Gmbh, Germany). La
calibracién det aparato se llevd a cabo con finfocitos de ternera arrestados en la fase G1 del
ciclo celular

CRECIMIENTO EN AGAR SUAVE: Para determinara la propiedad de crecimiento
con independencia de anclaje de las cuatro clonas se sembraron 2 X 10 células en una capa

superior de bacto-agar al 0.3% en medio DMEM mas 10% de suero fetal bovino, sobre una



capa inferior de bacto-agar al 0.6%; en ¢ajas petri de 6 pozos o cajas de 35 mm. Las
colonias resultantes fueron contadas y fotografiadas tres semanas después de haber sido
sembradas. Contamos un total de 100 colonias separadas en-tres grupos; el primero con
menos de 10 células por colonia, el segundo de 11-30 células por colonia y el tercero con
mas de treinta células por colonia
ENSAYO DE TUMORIGENICIDAD: La tumorigenicidad de las clonas celulares fue
individualmente determinada atraves de una inyeccion subcutanea de 1 X 108 células,
resuspendidas en un volumen total de 0.2 ml de DMEM e inyectadas en los costados de
ratones atimicos de 4-6 semanas de edad {cuatro ratones por clona; dos sitios de
inoculacion por cada linea celular). Los sitios inyectados fueron observados a intervalos
regulares de tiempo para detectar |a aparicién y formacion de tumores. El volumen tumoral
fue medido de acuerdo a la formula (a x b2/ 2), donde a = al didmetro superficial mas largo y
b= al diametro superficial mas corto (Carlsson et.al, 1983).
| OBTENCION DE CELULAS DERIVADAS DE TUMORES: Los tumores generados
en los ratones atimicos fueron removidos una vez que estos fueron sacrificados, se lavaron
con PBS vy cuidadosamente se cortaron en pequefios fragmentos que a su vez fueron
enzimaticamente disgregadas con varios tratamientos de tripsina. Las células aisladas fueron

cultivadas en DMEM suplementado con 10% de suero bovino neonato y antibioticos.
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RESULTADOS

CRECIMIENTO CON INDEPENDENCIA DE ANCLAJE Y CARACTERISTICAS IN
VITRO DE CELULAS HelL.a TRANSFECTADAS.

En estudios previos en nuestro laboratorio, demostramos que 1a transfeccion del gen
H-ras silvestre (pEcneo) o H-ras (pEjneo) via electroporacion en células Hela induce la
aparicion de células gigantes multinucleadas, las cuales sufren una serie de alteraciones en
el ciclo celular, un numero limitado de divisiones y finalmente mueren por un fenémeno
conocido como "catastrofe mitotica” (Miranda et al., 1996).

En este trabajo analizamos la capacidad que tienen estas clonas para crecer y formar
colonias en agar semisélido. Un total de 2 X 104 células, aproximadamente, de cada clona se
cultivaron durante tres semanas, después se contaron los porcentajes de colonias separadas

en tres diferentes grupos (fig. 1 A By C).
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Figura 1: Crecimtento con independencia de anclaje de células HeLa transfectadas con h-ras silvestre, antes (barras
blancas) v después (barras oscuras ) de haber sido recuperadas de tumeres inducidos ¢n ratones atimicos, Porcentaje de
colonias con A) menos de |0 células/colonia B) entre 10-30 células/colonia y C) mas de 30 células/colonia.
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* Presentan diferencias significativas con una p< 0.05 de tres experimentos.
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El crecimiento con independencia de anclaje de las células Hela transfectadas con el gen
ras silvestre fue afectado. La capacidad para formar colonias de todas las lineas fue similar
en los tres grupos, excepto para la células Hela transfectadas con el ras silvestre, las
cuales forman mas colonias con menos de 10 células por colonia (ver fig 1A, barras
blancas) con una p < 0.06%. Estos datos muestran que ras silvestre hace que las células
Hela reduzcan su capacidad para crecer con independencia de anclaje ya que el numero de
colonias pequefias (con menos de 10 células) es significativamente mayor al comparar con
el resto de las clonas, y a su vez el porcentaje de colonias con mas de 30 céluias por colonia
es menor (fig 1C barras blancas). Sin embargo, esta diferencia ya no es tan clara al analizar
la fig 18 (barras blancas) donde se aprecia que el nUmero de colonias de tamano medio,
practicamente es el mismo, de hecho, no se encontraron diferencias significativas entre ellas.
Si solo tomamos en cuenta la figura 1A (barras blancas) podemos la presencia de ras
silvestre produce colonias de menor tamaiio (fig A), pero esta reduccion solo se presentd en

el 20% de las colonias.
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Figura 2: Crecimiento con independencia de anclaje en agar semistlido. Las células Hela transfectadas con el gen h-ras  sifvestre
forman colonias mas pequefias. A) células HeLa sin transfectar, B) células Hela-vector, C) células Hala —ras silvestre , D) células HelLa-

ras mutado

CAPACIDAD DE LAS CELULAS HeLa TRANSFECTADAS PARA FORMAR TUMORES
Para determinar el potencial tumorigénico, aproximadamente 1 X 108 células de las

cuatro clonas se inyectaron subcuataneamente en ratones atimicos. Los animales fueron

examinados y palpados regularmente para buscar la aparicion de masas tumorales. Los

resultados aparecen en la figura 3.
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Figura 3: Efecto de la transfeccion del gen ras siivestre sobre la tumorigenicidad de células Hela en ratones atimicos. Se muestra el

volumen promedio de los tumores a través del tiempo para las lineas celulares transfectadas,

Los tumores generados por las células Hela fransfectadas con ras silvestre
mostraron un crecimiento mas reducido al comparalas con el resto de las clonas, con una P<
0.05. Esto se comprobé al realizar una ANOVA de medidas repetidas (Sokal y Rolhf, 1995},

comparando clona por clona {tabla 1)

Comparacion entre clonas F P
Hela/Hela-Vector 1.69 p=025
Hela/Hel.a-Ras silvestre 3963 p < 0.0005
Hel.a/ Hela-Ras Mutado 29 p=0.105
Hela-Vecior/Hela-Ras-Nor 4,54 p<0.03
Hela-Vector/Hela-Ras-Mut 0.93 p =051
Hela-Nor/Hela-Mut 423 p<0.03

Tabla 1. Contras tes pareados entre clonas celulares a lo largo del tiempo.
De un 40 a un 60% fue la reduccion del tamafio tumoral generado por las células

Hela que portan el gen ras silvestre. Los tamarios tumorales desarrollados en los ratones
por esta clona fueron de 6 a 7 veces mas pequenos que aquellos formados por las células
transfectadas con el oncogen (fig 4C). Los rangos de peso de fos tumores fueron de 0.4 gr.

para Hela pEcneo, 3.12 gr. Hela pEjneo, 0.83 gr. vector y 1.73 gr.para las células Hel.a sin
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Figura 4: Reduccién del tamaiio tumoral por el gen ras silvestre en células HeLa inoculadas en ratones atimicos A) células HeLa sin
transfectar B) células HeLa-vector C) células HeLa-ras silvesire y D) células HeLa-ras mutado.

De los tumores, se aislaron células y se restablecieron en cultivo. Las células
derivadas de los tumores pSV2neo, pEcneo y pEjneo fueron resistentes a G418, por mas de
cuatro semanas, lo cual indica que a pesar de formar tumores todavia siguen reteniendo fa

construccion plasmidica, o por lo menos el gen de resistencia a la neomicina.
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LAS CELULAS Hela RECUPERADAS DE LOS TUMORES MUESTRAN UNA PERDIDA
EN LA CAPACIADAD PARA FORMAR CELULAS MULTINUCLEADAS

En trabajos anteriores en el laboratorio se determinaron los porcentajes de células
muttinucleadas que aparecen en cultivo después de haber sido transfectadas establemente
con ambas versiones del gen ras (Miranda, E. et.al 1996). Las células transfectadas con ras
mutado, muestran una disminucion muy marcada en los porcentajes de céluias
multinucleadas antes de ser inyectadas (60%) y después de haber sido recobradas del tumor

que generaron (fig. 5),
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Figura 5: Generacion de células gigantes a pastir de célulns recobradas de- tumores desarrollados ¢n ratones atimicos inoculados con

células HeLa transfectadas con fos genes A-ras silvestre y mutado.
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el porcentaje cae a menos del 10%. Sucede lo mismo con las celulas procedentes del tumor
generado con ras silvestre, aunque ia diferencia es menor, 25% antes de inyectarlas y un
20% después de reestablecerlas en cultivo. A pesar de esto, un buen porcentaje 20%
aproximadamente, de células derivadas del tumor pEcneo contintian formando células

gigantes multinucleadas (fig. 6C)
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Figura 6: Células gigantes procedentes del tumor generado por células HelLa transfectadas con ras silvestre. A) HeLa sin
transfectar B) Hel.a-vector vacio C) Hela-ras silvestre D) HeLa-ras mutado.



En ensayos de crecimiento con independencia de anclaje las células Hela
transfectadas con ras silvestre derivadas del tumor muestran independencia de anclaje en
agar semisdlido, adquiriendo nuevamente su capacidad para formar colonias. Antes de pasar
por el raton estas celulas aproximadamente el 20% de las colonias tenian menos de 10

células y después de pasar por el ratén este porcentaje cae por abajo del 10% (fig.1A).

EL CICLO CELULAR DE LAS CELULAS TRANSFECTADAS Y CONTROL
ES PARECIDO. | '
La figura 7, andlisis por citofluoremetria de flujo, muestra las diferencias del ciclo celular
entre células transfectadas antes de ser inyectadas a los ratones y células recuperadas de
los tumores que generaron. El analisis de las células transfectadas con ras silvestre y ras
mutado antes de ser inyectadas indica que existe un mayor porcentaje de células en fase
G2/M 57% y 63% respectivamente (fig 7 panel A) a diferencia de las células derivadas de
todos los tumores panel (B), que exhiben un patron proliferativo muy similar al de las células
Hel.a sin transfectar y donde los porcentajes en la fase G2/M caen del 57 al 19% para las
células transfectadas con el gen normal y del 63 al 23% para las transfectadas con el gen

mutado.
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Figura 7: Diferencias en ciclo celuiar entre clonas antes de ser inyectadas (panel A) y después de haber sido recuperadas de los wumores

generados en ratones atimicos.

DISCUSION:

Se dice que e! crecimiento con independencia de anclaje es la principal caracteristica

de las células tumorales /n vitro que mejor correlaciona con ta tumorigenicidad. Sin embargo,

no siempre existe una correlacion directa entre estos dos fenémenos, ya que hay casos en

los cuales se transfectan células con genes supresores y estas contintan creciendo en agar

semisdlido pero cuando se inyectan en ratones atimicos son incapaces de formar tumores.

(Pershouse et al.,, 1993). En este trabajo buscamos esa posible correlacion, introduciendo a

un alelo silvestre del gen ras | en células Mela. No se sabe con certeza si ras silvestre

puede tener una participacion destacada en este proceso cuando es transfectado en células

tumorigénicas. Lo que hemos visto es que puede revertir parciaimente el crecimiento con

independencia de anclaje en células Hela (fig 1). Hemos visto que el proto-oncogen puede

reducir la aparicion de colonias grandes y aumentar el nimero de colonias pequefias (con

menos de 10 células por colonia) en un 20% lo que significa que este tipo de colonias tiene

una capacidad limitada de division celular inducida por ras , que aquellas con mas de freinta
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Figura 7: Diferencias en ciclo celular entre clonas antes de ser inyectadas (panel A) y después de haber sido recuperadas de fos tumores

generados en ratones atimicos,

DISCUSION:

Se dice que el crecimiento con independencia de anclaje es la principal caracteristica

de las celulas tumorales in vifro que mejor correlaciona con la tumorigenicidad. Sin embargo,

no siempre existe una correlacion directa entre estos dos fendmenos, ya que hay casos en

los cuales se transfectan células con genes supresores y estas contintan creciendo en agar

semisolido pero cuando se inyectan en ratones atimicos son incapaces de formar tumores.

(Pershouse et al., 1993). En este trabajo buscamos esa posible correlacion, introduciendo a

un alelo silvestre del gen ras | en células Hela. No se sabe con certeza si ras silvestre

puede tener una participacion destacada en este proceso cuando es transfectado en células

tumorigénicas. Lo que hemos visto €s que puede revertir parcialmente el crecimiento con

independencia de anclaje en células Hela (fig 1). Hemos visto que el proto-oncogen puede

reducir la aparicion de colonias grandes y aumentar el nimero de colonias pequefias (con

menos de 10 células por colonia) en un 20% lo que significa que este tipo de colonias tiene

una capacidad limitada de division celular inducida por ras , que aquellas con méas de treinta
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células por colonia que constantemente se estan dividiendo.

Dado que las tres clonas (vector, ras silvestre y ras mutado) son monocionales, el
hecho de solo el 20% de las colonias encontradas con ras silvestre sean pequefias no
puede explicarse por heterogenidad en los sitios de insercion del transgen, ni por el nimero
de copias del transgen introducido originalmente. Esta heterogenidad en el tamario de las
colonias podria deberse a un apagamiento en la expresion del transgen en las células que
dan origen a estas colonias. Sin embargo esto es poco probable porque este experimento se
realizo tres veces a lo largo de un afio con resultados similares. Si existiera apagamiento el
porcentaje de colonias pequefias deberia haber disminuido. Dado que todas las clonas
conservan resistencia a geneticina podemos concluir que el inserfo no se perdid. La
heterogenidad podria deberse a inestabilidad genética de las células HeLa que al cabo de
varias generaciones convierta el fondo genético de una clona en un fondo heterogeneo. Si
bien esta posibilidad podria explicar la reduccidn de las colonias en el 20% de la poblacion
no se observo heterogenidad en el tamario de las colonias cuando se introdujo el alelo
mutado de ras .

La introduccidn de ras silvestre incrementd la frecuencias de colonias multinucleadas
a mas del doble (Miranda et al 1996). Dado que estas células son mas fragiles es posible
que la reduccion en tamafio de las colonias también se deba a la muerte de estas células.

Se ha visto que cuando se hacen experimentos de transformacion celular, con los
genes ras , las células una vez que son transformadas adquieren la capacidad de crecer en
agar semisuave, la expresién de cualquiera de los tres oncogenes ras  participan
directamente en este fendmeno (Schafer et al., 1991; Pershouse et al., 1993; Qiu et al,
1997). Sin embargo, es importante destacar, por lo que sabemos, que el oncogen H-ras es
de los tres, el que tiene mayor capacidad para transformar lineas celulares de origen epitelial
en comparacion con los oncogenes Ny K ras y es fambién el que presenta un mayor
potencial para !a formacion de colonias {(Maher et al., 1395). En este trabajo nosotros hemos
observado que la ftransfeccion del oncogen H-ras en células HeLa no cambia
significativamente la capacidad que tienen estas para formar colonias en agar , aunque si

podemos observar que las colonias pueden llegar a ser mas grandes en tamafio (fig 20) que
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las colonias formadas por células sin transfectar. Probablemente esto sea indicativo de su
agresividad.

En ensayos de tumorigenicidad en ratones atimicos encontramos que ras silvestre
es capaz de suprimir parcialmente la tumorigenicidad de células Hela al disminuir el
volumen tumoral comparado con aquel generado con células que portan gen mutado. El
volumen tumoral fue 6-7 veces mas pequefio (fig 4c) que aquellas células sin transfectar o
aquellas que portan el oncogen, pero sin llegar a tener la supresion total. Al parecer se
puede afectar el potencial tumorigenico de las células HelLa simplemente con el hecho de
transfectarlas ya que la presencia del vector vacio disminuye el tamafio de la masa tumoral
(sin afectar el nimero de tumores que se forman (fig 3). Esto disminuye la magnitud del
efecto del gen ras silvestre. Pero si solo comparamos los tumores generados por células
transfectados con ras silvestre con las células transefectadas con ras mutado y el vector
vacio, observamos que hay un efecto adicional al vector vacio. Si nosotros pensamos que
solo ras silvestre es el encargado de ocasionar este efecto entonces podrimos decir que las
células que forman parte del tumor podrian haber perdido el plasmido y por ende el mismo
gen o que posiblemente el gen haya mutado. Sin embargo, todas las células reestablecidas
de los tumores fueron resistentes a neomicina, excepto aquellos que no fueron transfectadas
con el plasmido de resistencia. Esto significa que las células siguen conservando la
construccion plamidica. Dificilmente el gen ras silvestre transferido pudiera haber tenido
mutaciones de novo, ya que hay trabajos que asi lo sefialan. En Células que cuentan con
dos alelos de N-ras , uno normal y otro mutado, al eliminar el alelo mutado, se logra suprimir
la independencia de anclaje pero estas células siguen formando tumores en ratones,
ademas los tumores no presentan mutaciones de novo en ninguno de los tres genes ras .
Con esto podriames decir que es muy probable que el gen ras exdgeno siga funcionando en
las células Hela procedentes de los tumores que generaron y que la disminucion en el
tamano tumoral de esta clona podria ser resultado de una pequefia poblacion de células
tumorigénicas segregadas dentro de una poblacién predominantemente no tumorigénica.

Hay que mencionar que la clona Hela Ecneo utilizada en este estudio sobreexpresa

el gen H-ras silvestre (Miranda etal.,1996) y recordar también que células que sobre-
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expresan H-ras silvestre muestran una morfologia completamente transformada y que sus
efectos son los mismos que aquellos producidos por el oncogen (Lowy y Willumsen,1993).
Nuestros datos indican que aunque la morfologia y los efectos in vitro parezcan ser los
mismos en céiulas Hela transfectadas con el oncogen o el gen normal, estos no son los
mismos en la capacidad que tienen estas células para formar tumores. Con esto podemos
destacar dos puntos importantes, el primero, que existe una correlacion entre el tamario de
las colonias de ras silvestre in vitro y de la masa tumoral in vivo y el segundo ia correlacion
entre el 20% de colonias chicas in vitro y el 100% de tumores chicos in vivo. Las
clonas transfectadas con los genes ras mostraron 3 caracteristicas muy distintas e
interesantes antes de ser inyectadas a los ratones y después de haber sido recuperada de
los tumores. La primera fue en la capacidad que tienen las células transfectadas con ras
silvestre o ras mutado para formar células multinucleadas cuando se crecen in vitro antes
de inyectarlas (Miranda et.al 1996) y después de pasaras por los ratones, aqui los
porcentajes se ven afectados. Cuando son recuperadas de los tumores las células con ras
mutado muestran una disminucién en la generacion de células multinucleadas que
practicamente es igual a la células Hela sin transfectar. Por el contrario, las células
transfectadas con el gen ras silvestre procedentes del tumor siguen generando células
multinucleadas en aproximadamente un 20 %, esto pareciera indicar que estas céiulas
podrian estar desapareciendo dentro del raton y se estaria dando una eliminacién paulatina
de poblaciones celulares tendientes a desaparecer. Esto podria ayudar a explicar en parte el
porque de la reduccion del tamafio tumoral, Posiblemente se da el crecimiento de una
pequefa poblacion de células tumorigénicas dentro de una poblacion predominantemente no
tumorigénica, donde las células multinucleadas por su tamafo y morfologia son eliminadas
por muerte mitética (Miranda et al. 1996).

El analisis histopatologico de todos los tumores generados con las cuatro lineas
celulares sefiala que en todos los casos se trata de un carcinoma epitelioide, de los cuales el
tumor Hela ras silvestre presenta un mayor nimero de bandas de fibronectina. Este
fenémeno podria estar asociado a cuestiones que tienen que ver con metastasis. De alguna

manera la encapsulacién de la masa tumoral rodeada por bandas de fibronectina podria
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impedir que las células puedan seguir creciendo y que al mismo tiempo se dé un pfoceso
migratorio, sin embargo en ninguno de los ratones estudiado se encontraron metastasis.

En los ensayos de independencia de anclaje, las clonas reestablecidas de los
tumores generados con células Hela ras silvestre adquiere nuevamente capacidad para
formar colonias en agar. Cabe notar que las colonias pequeiias de la clona de ras silvestre
tuvieron una frecuencia similar a las de ras mutado, y se pierde el incremento que
presentaban antes de inyectarlas al raton. Es posible que al ser inyectadas las células con
ras silvestre que dan origen a este incremento mueran y por lo tanto estén ausentes de la
poblacion derivada de los tumores disgregados. Estos resultados son parecidos a los
encontrados por Feinlab y col. en 1997 al reportar que cuando inyectaron fibroblastos de
raton (que no forman colonias en agar semisdlido) perc como resultado de su inyeccién en
ratones atimicos provocaron el crecimiento de tumores de menor tamafic al esperado.
Después de 10 semanas al restablecer células procedentes de estos tumores y hacer
ensayos de independencia de anclaje se dieron cuenta que estas células nuevamente fueron
capaces de formar colonias en agar, caracteristica que no presentaban antes de ser
inyectadas. Cuando estas células sé reinyectaron en ratones tuvieron una capacidad
tumorigénica muy parecida a las células control, lo cual habla de una seleccién clonal mas
agresiva dentro del ratén.

La tercera caracteristica interesante que observamos en las clonas antes y después
de su paso por los ratones es el comportamiento dei ciclo celular. Antes de inyectar las
cuatro clonas celulares encontramos diferencias entre todas ellas con respecto a su patron
de proliféracic‘m. Cuando se analiza el ciclo celular de las células procedentes de los tumores
estas muestran un patrén proliferativo muy similar al de las células control, ademas es
bastante diferente al de las células Hela transfectadas con ras silvestre o mutado antes de
pasar por el raton. El comportamiento del ciclo celular pareciera ser el mismo entre ellas.
Este comportamiento similar del ciclo celular de fas cuatro clonas procedentes de los
tumores, podria respaldar la idea de que el tumor producido por ras silvestre pudo haber
sido generado por una subpoblacion tumorigénica seleccionada dentro de una poblacion

mas grande no tumorigénica y cuando se inocularon en el ratdén generaron un fumor mas
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pequefio: Podemos decir que este efecto, aunque no es contundente, provoca la supresion
importante del crecimiento tumoral y por ende de la tumorigenicidad. Este efecto es adicional
al que se produce simplemente con transfectar el vector vacio, y es mucho méas evidente s
lo comparamos cen el crecimiento tumoral de las céiulas Hela sin transfectar.

Con base a estudios reportados en la literatura proponemos que el-efecto de ras
podria ser por la via Cdc42-Rac-Rho, pues creemos que la generacion de céluias
multinucleadas puede estar siendo activada por Rac ya que se ha visto que cuando se
inactiva esta via, donde Ras se encuentra por arriba de Rac, desaparecen las células
multinucleadas (Qiu et al., 1995). La independencia de anclaje podria estar controlada por
Ras através de Cdcd2 como lo demostrd Qiu en 1995 al transfectar varias lineas celulares
con Cdc42 y lograr inducir independencia de anclaje. Sin embargo, ain no es posible
explicar porqué las células multinucleadas aparecen en una pequefia fraccion poblacional,

Se ha propuesto que Cdc42 podria actuar arriba de Rac y Rho y que podria ser
determinante para la transformacién maligna generada por Ras ya que en células con ras
mutado en las que se inhibe Cdcd42 con N17-Cdcd2 (mutante negativa) se logra suprimir
fuertemente el crecimiento con independencia de anclaje.

Tampoco podemos descartar la posibilidad de que la ciclina A este implicada en este
fenémeno ya que la capacidad de ras para dirigir la expresién de la ciclina A, puede ser
critica para 1a induccién del crecimiento con independencia de anclaje, aunque las vias de
sefalizacion utilizadas por ras para inducir la expresion de ciclina A sean desconocidas.

La investigacion bibliografica y los datos presentados en este trabajo parecen indicar
que ras no es un gen supresor en células Hela y-que solo suprime parcialmente el
crecimiento con independencia de anclaje en agar (probablemente porque est3
sobreexpresado). Tampoco pudimos hacer una correlacion clara enire el crecimiento con
independencia de anclaje y la tumorigenicidad ya que encontramos una heterogenicidad en
los tamafios de colonias donde hay células que tienen una capacidad muy limitada para
crecer y otras que forman colonias semejantes a los controles.

Por ltimo, aunque pareciera que todo apunta a que ras efectivamente no funciona

como antagonista de ras mutado, no podremos descartar del todo que no lo sea, ya que
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tenemos un problema muy serio en nuestro modelo pues el fondo genético de las células
Hela presenta una serie de inconvenientes para analizar el efecto de ras silvestre ya que
presenta mutaciones en otros oncogenes, ademas de tener insertados un par mas de
oncogenes virales lo que complica llevar a cabo analisis mas detallados en funcién de un
solo gen si tomar en cuenta el fondo genético de la linea celular.

La expresion de ras no es suficiente por si misma para que ocurra una supresion
total de la tumorigenicidad. Como sabemos la tranfeccion con el cromosoma 11 protege ras
mutado, de esta manera seria logico que pudiera existir otro gen en Ia misma regién p15.5
del brazo corfo del cromosoma 11, donde también se encuentra el gen ras , y que
probablemente este sea el supresor 0 que este posible gen coopere activamente con ras

para llevar a cabo la supresién.
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CONCLUSION:

Trabajos anteriores a este, sugieren que ras puede funcionar muy bien como
supresor de la tumorigenicidad, siempre y cuando se trabaje con modelos en los cuales e
fondo genético sea bien conocido, es decir, en modelos que sugieren que solo este gen es el
alterado. Si se tienen células transformadas con ras , uno puede controlar su tumorigenicidad
cuando se les transfecta el gen normal, el cual causa un efecto neutralizante sobre el
oncogen dando como resultado la incapacidad celular para generar tumores en ratones
atimicos.

Si bien las célufas HelLa no son un buen modelo para el estudio de Ras en la
tumorigenesis ya que la disminucion del crecimiento tumoral en ratones atimicos no es
contundente como efecto neutralizante que pueda ser ocasionando por el gen ras silvestre
sobre la aparicién de tumores. Hay que considerar que estas celulas tienen integrado en su
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potencial uso de ras silvestre en terapia génica tendria que darse en fondos genéticos
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