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GENERALIDADES 

E! cancer se considera una enfermedad multifactorial, la cual actuaimente ocupa el 

segundo lugar de mortalidad en nuestro pais. La formacién de tumores puede ocurrir en 

cualquier parte o regién del cuerpo a partir de grupos de células que proliferan en forma 

anormal. De ellos, los que no pueden invadir fos tejidos vecinos y permanecen 

estrictamente localizados reciben el nombre de tumores benignos, mientras que los que 

se diseminan desde su lugar de origen, infiltrando tejidos vecinos y alcanzando el torrente 

sanguineo, asi como el sistema linfatico reciben el nombre de tumores malignos o 

cdnceres (1). La formacién de estos ultimos es resultado de la aparicién de una poblacién 

de células que poseen caracteristicas Unicas para fa diseminacién, implantacién, invasién, 

sobrevivencia y desarrollo en otros sitios a distancia o metastasis. Estas células son, mds 

que el tumor primario a gran amenaza del cancer (2,3. 4), ya que en general, el médico 

oncdélogo es capaz de controlar y eliminar el crecimiento de un tumor primario, pero las 

metastasis se han considerado como la caracteristica mas importante de un tumor maligno 

bioldgicamente agresivo y constituyen la principal causa de muerte de los pacientes que 

padecen esta enfermedad (9). 

La metastasis es un proceso complejo que involucra la invasién de células tumorales 

a los tejidos adyacentes, su extravasacién al sistema circulatorio, pasar inadvertidas al 

sistema inmunoldgico, y ta formacién de colonias en otros érganos (4). A pesar de la 

importancia clinica de las metastasis, se tiene poca informacién de su mecanismo a nivel 

molecular, y aunque la metastasis es un proceso que ocurre in vivo se han sugerido para 

su estudio diversos modelos in vitro y en animales de laboratorio que simulan ese proceso 

(5). 

El cancer es el resultado de la disfuncidn de los mecanismos celulares normales que 

regulan la divisién celular (1.6). Se han propuesto diversos modelos para explicar como se 

origina el cancer, y el mas aceptado refiere la aparicidn de mutaciones que pueden sufrir 

diversos genes que controlan el comportamiento celular, entendiéndose por mutacién 

aquellas alteraciones que sufre la estructura det DNA que dan lugar a variaciones 

permanentes en la informacion genética (7). En el caso del cancer, los proto-oncogenes y 

los genes supresores de tumor sufren un mayor numero de éstas anomalias. Los proto- 

oncogenes son genes normales que al mutarse dan lugar a los llamados oncogenes, los 

cuales controlan el desarrollo tumoral favoreciendo la divisién celular; mientras que los 
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supresores de tumor, inhiben el desarrollo de los mismos, por eso los oncogenes son 

considerados como los reguladores positivos de! crecimiento celular, y los supresores del 

tumor son los reguladores negativos (2. 7). El estudio de los oncogenes y los genes 

supresores, no sdlo ha contribuido al entendimiento de las enfermedades neoplasicas, 

sino que también, han servido para aclarar el mecanismo que controla el crecimiento y la 

diterenciacién de las células normales (2, 6, 7. 8). 

Algunos estudios han determinado que cuando un proto-oncogen muta, la célula se 

transforma, es decir, adquiere ciertas caracteristicas que la hacen diferente a una célula 

normal (9), Entre estos cambios se encuentran: a) la modificacién en la relacién del tamafio 

nucleo-citoplasma, b)} la pérdida de !a inhibicién por contacto, particularizandose en que 

las células pueden crecer unas sobre otras y no en monocapa, llegando a formar los 

llamados focos de crecimiento; c) la pérdida de !a dependencia de anclaje, que es la 

capacidad de las células para crecer en agar blando y no depender de un sustrato de 

adherencia (9). Las células cancerosas también se caracterizan por ser inmortales, es 

decir, se encuentran siempre en continua divisién y nunca senecen, lo que no ocurre con 

una célula normal, la cual llega a un determinado numero de divisiones y muere (9. 10). 

El_oncogen ras 

Entre los oncogenes mas estudiados se encuentra el gen ras, cuya proteina (p21) 

esta involucrada en la transduccién de sefiales provenientes de receptores 

transmembranales y la cual pertenece a la familia de las proteinas G. La funcién de estas 

proteinas es regulada por la unién e hidrdlisis dei GTP (6). Este grupo de proteinas 

participan como interruptores fisiolégicos que regulan la actividad de las enzimas blanco 

en respuesta a una variedad de sefales. La analogia entre p21 y las proteinas G se 

determinéd en 1984, (6) cuando un grupo de investigadores reportaron que la proteina Ras 

no sdlo tenia la capacidad de cambiar GDP por GTP y la actividad de GTPasa (aunque 

muy débil), si no que también requiere la actividad de las GAP (proteinas activadoras de 

GTPAsas). La interaccién de Ras con nucledtidos de guanina es muy similar a la 

subunidad alfa (a) de las proteinas G, sugiriendo asi, que la actividad funcional de las 

proteinas Ras puede ser regulada por un ciclo de unidn-hidrdlisis de nucledtidos de 

guanina (6). (Figura 1) 
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Figura 1. Comparacion entre p21 Ras y las proteinas G. 

Regulacién de las proteinas G por 

union de nuclestidos de guanina 

En el estado inactivo la subunidad a 

se une a GDP formando un complejo 

con las subunidades B y y. Cuando 

un ligando se une al receptor de la su 

perficie celular se induce el cambio de 

GDP por GTP. La subunidad ase - 

activa al unirse a GTP por lo que se 

disocia de fas subunidades B y y, — 

asi como del receptor para interaccio- 

nar con su molécula blanco. El estado 

activo de la subunidad a concluye al 

llevarse acabo ia hidrélisis del GTP a 

GDP. 

interaccién de ras con nucledtidos de 

guanina. En el estado inactivo, ras es- 

ta unido a GDP, el cambio de union 

GDP por GTP se lleva acabo por me- 

dio de un factor intercambiador de nu- 

cledtidos de guanina denominado (GEFs) 

y el paso del estado activo al inactivo 

{GTP a GDP), es estimutado por pro- 

teinas activadoras de GTPasa denomi- 

nadas (GAPs), las cuales estimulan la 

hidrélisis del GTP por parte de Ras. 

 



Los genes ras de mamiferos pertenecen a una familia altamente conservada en 

eucariotes. Los principales genes ras son tres y estan clasificados con los términos N, Hy 

K-ras. H y K fueron identificados por primera vez en retrovirus de rat6n por Harvey y 

Kirsten, y N-ras fue identificado en lineas celulares de neuroblastoma humano y 

subsecuentemente en otras lineas celulares de diversos tumores humanos (11.12). Los tres 

codifican para proteinas de 21 kDa, las cuales estan constituidas por 188 6 189 

aminoacidos, difiriendo en una regiédn de 20 aminodcidos cercanos al carboxilo terminal 

(regién heterogénea). Esas proteinas se localizan unidas al interior de la membrana 

plasmatica donde su adhesién- es facilitada por varias modificaciones post- 

traduccionales; incluyendo la farnesilacién, metilacién y palmitolacién. La cisteina 186 

tocalizada en la llamada caja CAAX la cual se encuentra cercana al carboxilo terminal (ver 

figura 2) (en donde C es una cisteina conservada en todas las protefnas Ras, A es un 

aminoacido alifatico y X es cualquier aminodcido) es la primera modificada por la enzima 

farnesil isoprenoide transferasa (farnesilacién), los tres aminodcidos siguientes son 

separados enzimaticamente y el carboxilo terminal de fa cisteina es metilado; 

produciéndose una proteina mas hidrofébica con alta afinidad a la membrana (12). Esas 

modificaciones quimicas de las proteinas Ras, junto con la palmitolacién de algunas 

cisteinas localizadas en la regi6n heterogénea, incrementa la afinidad de la proteina para 

asociarse a la membrana, lo que permite que la proteina participe en la transduccidn de 

sefales del exterior celular al nucleo. El numero y localizacidn de las cisteinas en la   regién heterogénea son diferentes entre las proteinas p21 (N,H y K) (11, 12). (Figura 2). 
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Figura 2. Regiones de la protefna p21 codificada por ras. 

La regién CAAX, donde C es una cisteina conservada en todas las proteinas Ras, A es un 

aminoacido alifatico (no polar) y X es cualquier aminoacido. La regidn heterogénea 4) es una 

secuencia de aminoacidos que varia entre los tres genes ras. Sitios de mutaciones activas (®. 
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La actividad transformante en tumores humanos de los oncogenes ras, es 

consecuencia de mutaciones puntuales que ocurren por la substitucién de un aminoacido 

(6). La primera mutacidn descrita fue la substitucién de una glicina por una valina en la 

posicién 12 en H-ras, y ha sido la mutacién mas utilizada para transformar células 

normates (6)(9). Sin embargo, subsecuentes estudios del oncogen ras han revelado que 

existen otros sitios de substitucién en posiciones criticas, que activan el potencial 

transformante de ras como es el caso de los aminodcidos 13, 59, 61,63,116,117,119 y 

146 (6) (12), Dichas mutaciones ocasionan que en la proteina Ras, la actividad de hidrdlisis 

del GTP se vea disminuida, particularmente en el caso del codén 12 mencionado 

anteriormente (cambiando una glicina por una valina), el cual produce un cambio en la 

estructura de la enzima que no permite la entrada de agua ai sitio activo de la GTPasa, 

ocasionando que Ras permanezca mas tiempo unido a GTP (forma activa). Ello favorece 

la capacidad transformante, ya que la sefal transducida por Ras se mantiene por mas 

tiempo. Los cambios celulares generados por la mutacién de Ras incluyen: incremento en 

la expresién de varias hidrolasa incluyendo metalo y cistein proteinasas, asi como el 

decremento en la expresién de sus inhibidores (Timps) (19) (13). 

Como ya se menciono la funcién normal’ de Ras, esta involucrada en la transduccion 

de sefiales de receptores transmembranales (6) (19). Dichas sefiales transmitidas atraves 

de Ras pueden mediar la diferenciacién o proliferacién dependiendo del tipo de célula y 

del receptor transmembranal. Se sabe que este proceso se inicia cuando un receptor de 

la membrana es estimulado por algtin factor de crecimiento ocasionando que Ras pase de 

su forma inactiva (unido a GDP), a la activa (unido a GTP), mediante el factor GEF (factor 

intercambiador de nucledtidos de guanina). Posteriormente, las Ras se unen a diferentes 

sitios blanco denominados efectores de Ras que encienden una cascada de proteinas 

cinasas de serina/treonina entre las cuales se encuentran C-Mos, Raf y las Map cinasas, 

proteinas atraves de las cuales se transmite la sefial transducida por Ras al nucleo. Se ha 

visto que al término de esta cascada se activan algunas proteinas nucleares entre las 

cuales se encuentran factores de transcripci6n como Jun y Myc (6. 14, 15) (figura 3). 
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Figura 3. Cascada de sefalizacién de Ras. 

En ia figura se muestra un receptor de membrana al cual se le une la hormona respectiva. Ello provoca 

un cambio conformacional en dicho receptor ocasionando que éste se fosforile en su parte intracelular, 

originando que sean reciutadas las proteinas adaptadoras GRB2 y SOS las cuales transducen ta 

sefial hacia Ras actuando como factores intercambiadoras de GTP (GEF). De ésta manera Ras pasa 

de su forma inactiva (unido a GDP), a su forma activa (unido a GTP). Una vez activado Ras 

interacciona con uno de sus efectores (RAF), lo cual genera que se activen una serie de cinasas de 

setina/treonina las cuales fosforilan a la proteina MAPK (protein cinasa activada por mitégenos). La 

sefial pasa al nucleo fo que genera que aumenten ja expresion de proteinas como Myc y Jun, las 

cuales funcionan como factores de transcripcién. 

 



nam2 in te inhibi tdsic 

El proceso metastasico es regulado a nivel genético por la activacidn o desactivacion 

de distintos genes especificos. En particular el gen ras que se ha propuesto como un 

factor preponderante en la expresién del comportamiento metastdsico de algunos 

tumores. Uno de los efectos de la mutacién del oncogen ras es la disminucién en la 

expresién de varias proteinas entre las que se ha encontrado el producto del gen 

denominado nm23 (19). Distintos reportes indican que su expresién disminuye cuando la 

habilidad metastasica de las células aumenta y viceversa (16. 17). 

El gen nm23 fue originalmente identificado en la linea celular de melanoma de ratén 

K-1735, la cual es altamente metastdsica, encontrandose que fa expresién de esté gen 

estaba disminuida en estas células en comparacién con lineas celulares de melanoma de 

bajo potencia!l metastdsico (18). La familia de nm23 agrupa dos genes : nm23-H1 y nm23- 

H2, ambos localizados en el cromosoma 17q21. Codifican para protefnas de 17 kDa con 

80 - 90 % de homologia entre si (19. 20), y una homologia del 100 % con la subunidad A y 

B, respectivamente, de la enzima nucledsido difosfato cinasa (NDPK), purificada de 

eritrocitos humanos (21). Dicha enzima se encarga de catalizar la transferencia de un 

grupo fosforil, de un nucledsido trifosfato donador a un nucledsido difosfato receptor, 

mediante un mecanismo conocido como ping-pong (Figura 4) (19. 21). 

NITP+E we NIDP+E-P 

E-P + N2DP = N2TP +E 

Figura 4. Reaccién de intercambio de fosfatos por parte de la NOPK. 

NITP = Nucledsido tritosfato donador E = Enzima NDPK libre 

N2DP = Nucledsido difosfato receptor E-P = Enzima unida con el grupo fosfato 

NIDP = Nucledsido trifosfato que dono N2TP = Nucledsido 2 trifosfato 

un grupo fosfato que recibié un grupo fosfato 

 



  

Estas proteinas se encuentran altamente conservadas filogenéticamente, ya que las 

NDPKs purificadas de diferentes especies muestran una alta homologia con la proteina 

Nm23, como Puf, el cual es el factor de transcripcién del oncogen mye (22, 23, 24), asi 

como otras proteinas no directamente relacionadas con la funcién de NDPK, que también 

muestran homologia con ella como son: el factor inhibidor de la diferenciacién de células 

de mieloma de ratén, y la proteina de neuroblastoma p19 relacionada con la proliferacién 

celular (25, 26). 

Diversos estudios han propuesto que los productos de los genes nm23 estan 

implicados en distintas actividades celulares: nm23/-H1NDPK-A, puede jugar un papel 

importante en el potencial metastasico tumoral y NDPK-B, codificada por nm23-H2 ha 

sido identificado en estudios in vitro como PUF, un factor de transcripcién que controla fa 

expresién del proto-oncogen myc (19, 20, 25). Debido a que Nm23 es una NOPK, se 

sugiere que puede tener una interaccién directa o indirecta con proteinas dependientes 

de GTP, asi como estar encargadas de mantener las reservas de NTPs (nucledsidos 

trifostato) en la céluia (27). 

La relevancia potencial de 1m23 en metastasis de canceres humanos es nueva y se 

investiga mediante le andlisis de los niveles de su expresién en diferentes tipos tumorales. 

En general una correlacion significativa de baja expresién de nm23 en tumores con alto 

potencial metastasico se observa en tumores humanos de mama, hepatocelulares, 

gastricos, ovario, melanomas y carcinomas cervicales (19, 20, 28, 29), Sin embargo, en 

otros canceres tales como los de pulmén, colon, prdstata y rifidn no se observa la misma 

tendencia en la expresién de nm23 y el potencial metastdasico tumoral. Estos datos 

sugieren que la expresién de nm23 depende de la extirpe celular. (19, 20, 30, 31, 32, 33). 

El_oncogen c-myc 

El control del crecimiento celular normal y la diferenciacién involucra varias vias de 

sefializaci6n captada extracelularmente y transmitida hacia el nucleo. Estas sefales 

alteran !a expresién génica y pueden en algunos casos regular e! crecimiento celular. Se 

ha observado que lesiones moleculares en estas vias pueden resultar en una 

proliferacién incontrolada de la células (8). Muchas de estas alteraciones como ya se ha 

mencionado involucran a los oncogenes, y particularmente al proto-oncogen c-myc que 

juega un papel importante en el crecimiento y division norma! de las células (34) (35). 
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El oncogen c-myc fue inicialmente aislado de células B de pollo (34). Posteriormente 

en 1983 y 1985 se identificé en células de neuroblastoma y de carcinoma de pulmoén, 

secuencias que tenian una fuerte homologia con c-myc las cuales fueron llamadas n-myc 

y -myc , respectivamente (34). 

El proto-oncogen c-mye humano, esta localizado en el cromosoma 8 y codifica para 

dos proteinas de 439 y 435 aminodcidos cuyo peso molecular es de 65 y 68 kDa 

respectivamente; su secuencia esta constituida por tres exones (figura 5) (34, 35, 36). 

Exén t Ex6n 2 Ex6n 3 

35
0 

41
2 

  

CUG AUG BR HL-HLZ 

Figura 5. Diseccién molecular de !a oncoproteina c-Myc. 

CUG (sitio de iniciacién sin exdn)}, AUG (sitio de iniciacién de! exén 2), BR (region basica) y HLH y 

LZ (dominios de dimerizacién de la proteina). 

La proteina Myc funciona como un factor de transcripcidn, puesto que contiene un 

dominio hélice-vuelta-hélice y cierre de leucina, que le permiten mediar su dimerizacién y 

su unién al DNA. Se sabe que esta unién al DNA se logra cuando Myc se une con Max, 

que es una proteina nuclear la cual tiene {a propiedad de dimerizar con Myc, uniéndose a 

secuencias especificas blanco del DNA (CACGTG), que se encuentran en diversos 

promotores (34, 35, 37). 

Los genes myc pertenecen a la categoria de los oncogenes inmortalizadores, los 

cuales son capaces de transformar parcialmente a células primarias en cultivo, pero no 

inducen el fenotipo tumorigénico. Se sabe que tanto c-myc, | -myc y n-myc cooperan con 

el oncogen ras para transformar fibroblastos, ya que la expresién desregulada de myc, 

por si solo es insuficiente para generar el fenotipo maligno en ausencia de eventos 

genéticos secundarios (34, 35, 36, 38, 39). 
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Postel, y colaboradores (1993), identificaron a nm23-H2 como Puf, ei factor de 

transcripcién del oncogen c-myc. (25). el cual interacciona con la regi6n localizada en las 

posiciones -142 a -115, lo cual fue corroborado por Lin ji, y SJ Berberich (1995), quienes 

reportaron que Put/nm23-H2, funciona como regulador positivo de c-mye via su 

interaccidn con esta regién (40, 41). 

ANTECEDENTES 

El proceso tumorigénico requiere de una serie de cambios genéticos complejos que 

involucran la activacién o inactivacién de multiples oncogenes y genes supresores de 

tumor, y como se mencioné anteriormente, varios estudios sugieren una probable relacion 

entre ras, myc y nm23, durante e! desarrollo de este proceso. 

Diterentes estudios reportan que el oncogen H-ras, puede transformar fibroblastos de 

ratén e incluso llegar a desarrollar metastasis en ratones desnudos. (8) (9) (9) Sullivan 

(1986), Born (1994) y Taylor (1995), han demostrado que el oncogen c-Myc coopera con 

Ras activado para transformar fibroblastos de ratén, sugiriendo de esta manera, que Myc 

media la actividad transformante de Ras (42) (43) (44). 

Por otra parte, Nm23 parece estar involucrada en el proceso tumorigénico ya que, 

diversos trabajos (10) han encontrado que su expresién en tumores humanos y en 

fibroblastos de raton transformados por H-ras, estd disminuida, proponiendo que esta 

proteina pueda actuar como un supresor metastdsico. Bominaar (27), reporta que la 

NDPK puede estar involucrada en la transduccién de sefales transmembranales, ya que 

la actividad de NDPK es estimulada por receptores de la superficie produciendo GTP lo 

que lleva a la activacién de proteinas G, semejantes como p21-Ras. Diversos trabajos, 

mencionan que Nm23-H2 por su localizacién nuclear puede funcionar como factor de 

transcripcién det oncogen c-myc, el cual esta sumamente involucrado en el crecimiento y 

diferenciacién celular (20. 25, 34, 45, 46). 

Finalmente, parece haber una relacién estrecha entre estos tres genes, ya que, en 

particular los oncogenes ras y mye colaboran para inducir la formacién de neopiasias, 

proponiendo que ambos funcionan como reguladores positivos del proceso tumorigénico. 

Por otra parte, la expresién del gen nm23-H1 disminuye en cétulas con un alto potencial 
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metastasico, sugiriendo que éste pueda funcionar como un gen supresor de metastasis y 

por consiguiente comportarse como un regulador negativo en dicho proceso. Sin 

embargo, diversos estudios demuestran que Nm23-H2 funciona como factor de 

transcripcién del oncogen myc, por lo que podria correlacionar con el proceso 

tumorigénico, ya que ademas de tener funcién de NDPK, Nm23 podria participar en la 

transduccién de sefales via la activacién de proteinas G (como Ras), proponiéndose asi 

estar a favor de este proceso. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general: 

Determinar la posible relacién entre nm23, myc y el oncogen H-ras en células 

3T3NIH transfectadas con este ultimo y en los tumores generados por éstas. 

Objetivos particulares: 

1.- Determinar inmunohistoquimicamente la expresi6n de nm23 y myc en las células 

transfectadas y en los tumores generados por éstas. 

2.- Correlacionar la expresién de los genes ras y la expresion del gen nm23 y myc, tanto 

en las células transfectadas como en los tumores generados por éstas. 

HIPOTESIS 

1.- Ya que la proteina del gen nm23 se ha considerado como un probable supresor de 

metastasis y la protefna de myc coopera con ras activo en la transformacién de 

fibroblastos, se espera que en las células transfectadas con ras mutado, la expresién de 

Nm23 disminuya; mientras que la expresién de Myc aumente. 

2.- Ambas proteinas, presentaran un comportamiento inverso en e! proceso tumorigénico, 

es decir, Myc estard a favor y Nm23 en contra de dicho proceso. 

METODOLOGIA 

Células_y cultivo celular: Se empleé la linea celular normal 3T3NIH de 

fibroblastos de ratén obtenidas de ja American Type Culture Collection (ATCC). Se 

cultivaron en monocapa en Medio Minimo Esencial Dulbeco F12 (OMEM-F12, GIBCO), 

suplementado con 10% de suero fetal de ternera (SFB, GIBCO) y complementado con 

penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml. Para cosechar las células se empleo 

tripsina-EDTA (0.25% tripsina y 0.5 mM EDTA, Sigma Chemical Co, St. Luis, MO) 

deteniendo la reaccién con albumina 1% en solucién salina amortiguadora de fosfatos 

(albdmina Fraccién V, Sigma). El conteo celular se realizo empleando una camara de 

Neubauer y la viabilidad se determino con el colorante vital azul tripan. 
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Sondas: Para la_ transfeccién (entendiendose por transteccién, a! proceso 

mediante el cual se introduce en e! genoma de una célula una secuencia determinada de 

DNA, que dependiendo del contenido de su informacién genética, le confiere a ta célula 

caracteristicas que la hacen diferente) se emplearon 3 diferentes plasmidos: 

A) plasmido pSV2neo (gen de resistencia a neomicina) et cual se utilizé como testigo. 

B) plasmido pECneo el cual tiene el gen de resistencia a neomicina y el gen de H-ras 

normal. 

C) pldsmido pEJneo el cual tiene el gen de resistencia a neomicina y el gen de H-ras 

mutado en la posicién 12. 

Eco Ai 
Pst | 

RS Bam HI pBR 322 

    

  

Pvu Ut Bgl! 

SV40 = (ori) 

Hind til 
c-H ras 

Bgl I! 6.6 kb 

Bam HI Kpn | 
Xma | 

pEC neo pEJ neo 
codén 12 codén 12 

GGC GTc 
Gly Val 

Figura 6. Esquema de Ja construccién del plasmido empteado para la 

transfeccién de las células. 

En Ia figura se muestran Jos sitios de corte por diversas enzimas de restriccidn, el sitio de origen y 

promotor del plasmide SV40. También se esquematizan el gen de resistencia a neomicina (SV2 neo) y 

el gen ras, los cuales estan adyacentes uno de! otro, ambos genes se encuentran en el vector 

PBR322. En ta parte inferior de la figura se muestran la diferencia entre e! gen ras normal y el mutado. 
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Ensayos de transfeccidn (45): La transfeccién de los genes se realizé mediante 

la técnica de electroporacién: Se adicionaron 10 x 106 células en 250 pl de solucién de 

HEBS (NaCl 137 mM, KC! 5 mM, NagHPO, 0.7 mM, Glucosa 6 mM, HEPES 20 nM, pH 

7.05) mas 10 «1g del plasmido cortado con enzimas de restricci6n (Bam-H1 para pECneo 

y pEJneo , y Eco-R1 para SV2neo ) y 240 1g de ADN de esperma de salmén (Sigma). Se 

electroporé con un pulso de 5 seg de 400 volts y 250 uF (Bio-Rad, Gene pulser, Figura 7). 

Tres experimentos de transfeccién se realizaron en las células de 3T3 NIH: a) con la 

construccién pSVeneo ; b) con pECneo yc) con pEJneo . Para seleccionar unicamente 

aquellas células que tuvieran en su genoma el gen ras normal o mutado, o el de 

resistencia a neomicina. Se cultivaron en medio con 800 ug/ml del antibidtico G418 

(geneticina, GIBCO), ya que las células normalmente no presentan resistencia a éste 

antibidtico, por lo que unicamente las transfectadas sobreviven a éste. La transfeccién con 

sdlo pSV2neo, no sélo sirvid como testigo, sino también para comprobar que la 

transformacion celular es debida a la transfeccidn del gen ras y no al plasmido inoculado. 

    

  

   

CONDICIONES DE 
ELECTROPORACION 
400 V 250 uF 5seg 

FUENTE DE PODER 

    
  

  

   
            

  

y 
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4] 

y 
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DE HEBS. <+ y ELECTROPORACION 

, y 
a eae 

ELECTRODOS ESPESOR 
0.4mm 

Figura 7. Esquema del equipo de electroporacién empleado para realizar ia 

transfeccién de las células. 

15 

 



Seleccidn_y aislamiento de I; Jonas (46): De las células transfectadas, se 

seleccionaron diferentes clonas mediante el método de dilucién. Dicho método consiste 

en colocar 24 células en 9.6 mi de medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal. 

En cajas de 96 pozos se colocaron alicuotas de 100 pl de la dilucién anterior, con ef 

objetivo de colocar una cétula por pozo. Se verifico 1a presencia de una sola célula 

mediante la observacién del cultivo empleando microscopio invertido (a 40X, microscopio 

Olimpus CK2). Las clonas obtenidas se seleccionaron nuevamente con G418 para 

corroborar la expresién del pldsmido inoculado. A las clonas celulares se les nombro y 

enumer6é de acuerdo al plasmido electroporado: N5 con pSVz2neo , J3 y J20 con ras 

mutado y C4 y C10 con ras normal. 

Western blot (47). Para corroborar la expresién del gen ras se realizaron Western 

blots de las clonas N5, C4, C10, J3 y J20, las cuales fueron lisadas empleando solucién 

amortiguadora de lisis (Tris 28 mM a pH 7.1, NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM, NP-40 1%, 

deoxicolato de Sodio al 0.5%, DTT 1 mM, PMSF 1 mM). Del lisado, se determind la 

concentracién de proteina por el método dé Bradford (48). 50 jig de proteina celular se 

corrieron en una gel desnaturalizante de poliacrilamida-DSS al 10 %, a 80 volts durante 

1.5 hr. Las proteinas se transfirieron a papel PVDF (Millipore) por 2 hrs a 400 mA a 4°C. La 

proteina expresada con ras normal (p2tras), se detectd con el anticuerpo monoclonal 

(gG1 y la proteina p2iras val 12 (mutada), con el anticuerpo monoclonal pan-ras IgG2b 

(Oncogene) en una concentracidén de 10 pg/ml. Por quimioluminicencia se reveld la 

presencia de la proteinas en pelicula X-Omat con el! sistema ECL (Amersham). También 

se adiciond por goteo en la misma membrana 3 ul y 5 ul de péptido control para Ras 

normal como para Ras mutado (Oncogene) respectivamente. Dichos péptidos se emplean 

para verificar la funcionalidad y especificidad de cada anticuerpo empleado (Ver Figura 

8). 
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Figura 8. Esquema de! procedimiento de Western blot. 

El procedimiento esta basicamente dividido en dos partes: A) Obtencidn de proteinas y separacion 

electroforética de las mismas; B) Electrotransferencia de las proteinas del gel de poliacrilamida ala 

membrana de PVDF y la inmuno-identificacién de la proteina problema, en este caso Ras. Mediante 

quimioluminiscencia se evidencio la presencia de la misma mediante una placa fotografica. 
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Iumorigenicidad y formacién de tumores (49): Se inyectaron 

subdérmicamente a un costado de los ratones atimicos nu/nu Balb/C, 1x106 células, de tal 

forma, que cada tres ratones fueron inyectados con una clona diferente. En otros ratones, 

también atimicos nu/nu, se inyectaron células silvestres, es decir, no transfectadas con 

ningun plasmido como grupo blanco. . El volumen tumoral fue determinado de acuerdo a 

la siguiente formula: Vt= axb2xz/6, donde Vt es el volumen tumoral, a es el didmetro 

mayor y b es el didmetro menor. Los ratones se sacrificaron por dislocacién cervical al 

presentar disfuncién y cada ensayo se realiz6 por triplicado. La autopsia de los animales 

consistid del examen anatomopatolégico de los pulmones, higado, cerebro y bazo; asi 

como del tumor desarrollado subdérmicamente. Los tumores generados se dividieron en 

dos partes, una de éstas se almacené en nitrégeno liquido, y la otra se fijo en formol al 10 

%, y posteriormente se incluyeron en paratina. De ambos se realizaron cortes histolégicos. 

El tejido congelado fue empleado para el andlisis inmunohistoquimico y los de parafina 

para su analisis histopatolégico. 

Identiticacién_inmunohistoquimica de Nm23_y Myc (5°). 

Las células trasfectadas se crecieron en cajas de cultivo con medio DMEM y SFB 

(suero fetal de bovino) al 10%, después se cosecharon como se indico anteriormente en 

ia metodologia (Células y cultivo celular). 2.5 X 105 células se adicionaron sobre 

laminillas estériles; se incubaron de 2 a 5 dias a 37°C en medio DMEM + SFB. 

Posteriormente, se lavaron con PBS (Solucién salina amortiguadora de fosfatos) y se 

fiiaron en acetona a -20°C. Finalmente fueron almacenadas a -70°C. 

Los tejidos tumorales almacenados a -70 °C se cortaron en un criotomo (Leitz) a 

-25°C. Los cortes de 5 um de grosor fueron colocados en laminillas, y mas tarde fijados y 

almacenados de igual forma que las células. 

Tanto los cortes de los tejidos tumorales como las células se permeabilizaron con 

solucién de triton X-100 al 0.1% durante 30 min. A continuacién, se bloqueo la peroxidasa 

endégena, incubando las muestras en una solucién de perdxido de hidrégeno al 3% 

(concentracién final) en alcohol metilico durante 10 min. Después se bloqueo ta unién 

inespecifica de los anticuerpos mediante la solucién de bloqueo marca Dako. A 

continuaci6n se adiciond a cada una de las muestras el anticuerpo primario dirigido 

contra las proteinas Nm23 y Myc (Dako y Santa Cruz, respectivamente) en una dilucién de 

4:50 incubandose durante 17 horas a temperatura ambiente. Cabe mencionar que el 

anticuerpo empleado contra Nm23 (Dako) reacciona con la proteina en el nucleo y 
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citoplasma. Pasado este tiempo las muestras se lavaron en PBS {Solucién salina 

amortiguadora de fosfatos) para eliminar el anticuerpo no unido y se incubaron con el 

anticuerpo secundario IgG biotinilado (crecido en porcine y dirigido contra conejo, Dako) a 

una dilucién de 1:100. La unién especifica se revelo adicionando el complejo avidin- 

biotina con diaminobencidina, obteniendo como reaccién positiva una tincién de color 

café en las células y en los tejidos. 

Como testigo de la unién inespecifica del anticuerpo secundario, también se incubaron 

muestras en las mismas condiciones pero a las cuales no se les adiciono el anticuerpo 

primario (control negativo). 

Cada ensayo se realizo por duplicado y los resultados obtenidos fueron analizados por 

tres diferentes observadores. 

Como contro! de calidad de la técnica y como testigos positive de Nm23 y Myc, se 

trabajaron las siguientes muestras: 

a)Control de la técnica.- Se emplearon muestras (Cancer de mama), a las cuales se 

les adiciono anticuerpo primario (Crecido en ratén) contra la proteina Vimentina, la 

cual es ubicua a todos los tejidos. 

b)Control positive de Nm23.- Se emplearon cortes de Cancer de mama y células 

MCF7 de humano. . 

c) Control positive de Myc.- Se utilizaron cortes de cancer de puimén y células HL60 

humanas. 

Andlisis histopatoldgico. Se realizaron cortes histolégicos de 5 um y se tiferon 

con hematoxilina-eosina. El diagndéstico y andlisis morfoldgico fue realizado por el Dr. 

Ricardo Delgado de! Servicio de Patologia det Instituto Nacional de Cancerologia. 
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RESULTADOS 

Seleccién de clonas 

Por ef método de dilucidn se obtuvierén 4 clonas testigo, 17 clonas transfectadas con 

pSV2neo, 19 clonas transfectadas con ras normal y 20 clonas transfectadas con ras 

mutado. De éstas, inicamente se trabajaron cinco: N5, transfectada con el plasmido 

testigo; C4 y C10, transfectadas con el gen ras normal; J3 y J20, transfectadas con el 

gen ras mutado, y la clona T1, que consiste en células 3T3NIH sin transfectar, es decir, 

silvestres. Se escogieron las clonas transfectadas antes mencionadas porque fueron las 

que presentaron la mayor resistencia al antibidtico de seleccién (G418), y por lo tanto eran 

las que tenian mayores posibilidades de haber incluido en su genoma el plasmido 

electroporado. 

Andlisis morfotégico de las células transfectadas y control 

Al analizar la morfologia de las diferentes clonas transfectadas se observ6 una clara 

diferencia entre las células que contenian ras norma! o mutado, en comparacién a las 

clonas testigo. Las células T1 presentan una morfologia tipica de fibroblasto,es decir, en 

forma de uso, de orillas anguladas, manteniendo proporcional la relaci6n nucleo 

citoplasma. Esta clona al cubrir toda la caja de cultivo formaba una monocapa (figura 9A). 

La clonas C4, C10 y N5 presentaba una morfologia y comportamiento muy similar al 

mostrado por T1 (figura 9B). Sin embargo, C4 y C10 mostraron células de un tamafio 

mucho mayor que las normales con nucleos muy grandes o multinucleadas (figura 9C y 

9D). Con respecto a la clona J3, esta también presenté células en donde se perdia la 

telacién nucleo citoplasma, particularmente células muy grandes multinucleadas, asi 

como la formacién de focos de crecimiento (figura 9E). Cabe aclarar que la formacién de 

focos en esta clona sélo se presentaba cuando la superficie de la caja de cultivo se 

encontraba completamente cubierta de células. La clona J20 fue ia que presento el 

cambio morfoldgico mds marcado con respecto al resto de las clonas, ya que ésta no 

requeria cubrir la caja de cultivo para presentar la aparicién de focos. Como puede 

observarse en la figura 9F, esta clona genera grupos de células a manera de esferas que 

se intercomunican entre si mediante lineas de células. 
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Figura 9. Morfologia de las células. 

(A) Células testigo T1; (B) Células transfectadas con el vector pSV2neo NS; (C) y {D} Células 

transfectadas con el vector pECneo C4 y C10, respectivamente; (E) y (F) las células trasfectadas con 

el plasmido pEJneo J3 y J20 respectivamente. Notese en estas Liltimas !a formacion de focos ( E) 

y la intercomunicacién entre estos mediante lineas de célutas (F). 
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Comprobacisén de la transfeccién de las células. 

Para comprobar la expresién de los plasmidos transfectados en las clonas se realizo 

un ensayo de Western blot, para determinar la presencia de la proteina p21 de ras normal 

o mutada en la posicién 12. Como puede observarse en la figura 10, las clonas J3_ y J20, 

fueron las dnicas con mayor expresién de ras mutado. Sin embargo, al comparar la 

expresién de ras normal entre las células C4, con respecto a las testigo, no se observé 

ninguna diferencia. Cabe sefialar que fa clona C10 no presento la misma expresidn‘de 

Ras normal que C4, lo cual se debié a que en el carril correspondiente a la clona C10, 

no se adiciono la misma cantidad de proteina y por eso la banda se observa mas tenue. 

Esto fue corroborado al analizar densitométricamente el gel. Sin embargo, al ajustar los 

valores obtenidos por densitometria se comprobé que la expresién de Ras es muy similar 

a la que presentaron las clona C4 y NS. 

Péptido 
NS C4 C10 J3 J20 

  

p21 ras gly 12 _— 

  

    
  

12 p21 ras va > 

       
Figura 10. Western blot de los lisados celulares de cada clona. 

Se adicionaron 50 yg de proteina por carril (excepto en el carril correspondiente a fa clona C10). J20 y 

J3 clonas transfectadas con ras mutado, C4 y C10 clonas transfectadas con ras normal y NS5 clona 

transfectada con el plasmido de seleccién. El péptido testigo en e! caso de ras mutado tiene la regién 

mutada del codén 12 (cambio de glicina por una valina). Cabe sefialar que la cantidad de péptido 

testigo para ambos casos fue diferente 3 1| para el péptido de ras normaly 5 41! para el péptido de 

ras mutado los cuales se encontraban a una concentracién de 1)9/uI, por lo cual la sefial se ve mas 

intensa en ras mutado. 
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Al inocular los ratones nu/nu con las diferentes clonas, se observ6 que los tumores 

generados por las células transfectadas con ras mutado fueron las mas agresivas 

biolégicamente, es decir, presentaron el menor tiempo de aparicién, el mayor volumen 

tumoral y la mayor incidencia en los ratones (tabla 1 y figura 11). La figura 12, muestra 

que J3 y J20 clonas transfectadas con ras mutado generaron tumores en todos los 

ratones. De las células transfectadas con ras normal, C10 generé tumor en menor 

tiempo que C4 (figura 12), y se comporté de forma mas agresiva que ésta ultima, 

presentado un volumen tumoral mayor, de 3.53 cm3 en comparacién a 0.06 cm3 (tabla 1). 

La clona N5, también tue capaz de generar tumor, aunque sélo aparecié en 1 de 3 

ratones y su tamafio fue menor con respecto a los generados por el resto de las clonas 

(0.47 cm), 

Tabla 1. 

Desarrollo tumoral en los ratones nu/nu inoculados subdérmicamente. 

Clona No de ratones Tiempo de aparicién Volumen tumoral 

con tumor. en dias maximo (cm3) 

N5 1/3 42 0.47 

C4 1/3 96 0.06 

c10 1/2 28 3.53 

J3 3/3 6.0 §.00 
1.19 

9.18 

J20 3/3 6.66 5.25 
0.39 
7.34 

 



    

Figura 11. Formacién de tumores. 

Ejemplos del desarrollo tumoral observado en los ratones nu/nu inoculados 

subdermicamente con dos clonas. A) Testigo (T1}, B) clona C10 y C) clona J20. 
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Figura 12. Curva de ta determinacién del volumen tumoral a lo largo del 

tiempo. 
Cada clona fue inoculada en tres diferentes ratones: (@) clona N5, (A) clona C4, (A) clona 

C10, (@) clona J3 y (O) clona J20. 
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Identificacién inmunohistoquimica de am23  y myc en Sas células 

transfectadas y en los tumores generados por estas. 

Al identificar inmunohistoquimicamente a la proteina de nm23 en las células 

transfectadas in vitro, y comparando su expresién en los tumores generados por las 

mismas se pudo observar que: N5, presenté una expresién casi nula de la proteina Nm23 

tanto en las células en cultivo como en el tumor generado (figuras 13B y 15B tabla 2); T1, 

se comporté de manera muy similar a N5 sdlo que su expresién fue un poco mayor (figura 

13 A, tabla 2). Por otra parte, las clonas C4 y C10 presentaron in vitro e in vivo una 

expresién de Nm23 diferente, ya que la clona C10 mostré un mayor numero de células 

con una inmunotincién mas intensa (Figuras 13C y D, 15C, Tabla 2 }. Las clonas 

transtectadas con ras mutado, J3 y J20, fueron las que revelaron la mayor expresién de 

Nm23 con respecto al resto de las clonas, siendo ligeramente mayor en J20 (Tabla 2 

figuras 14 E y F, 16D y 16 E); cabe mencionar que en algunos casos no todas las células 

in vitro, ni todo el tejido tumoral expresaron dicha proteina. Las que !o hicieron, 

presentaron diferencias entre ellas, es decir, habia células con una inmunotincién mas 

intensa que en otras (Tabla 2 ). 

En relacién a la expresién de c-Myc se pudo observar que aunque la sefal se 

identifico tanto en el nticleo como en el citoplasma, las células transfectadas con ras 

mutado J3 y J20 presentaron una mayor expresi6n de la proteina c-Myc (figura 18E y F y 

tabla 3) en comparacién con las células transfectadas con ras normal (C4 y C10) y la 

clona N5 (figura 17 C, D, B respectivamente y la tabla 3); las células testigo TT, también 

expresaron esta proteina, tanto en el ndcleo como en el citoplasma (figura 17 A, tabla 3); 

cabe mencionar que dicha expresién fue ligeramente menor a la encontrada en C4, C10 

y NS. En cuanto a los tumores, la proteina de c-Myc, presenté un comportamiento similar 

al encontrado en las células, aunque la tincién fue mas heterogénea. Los tumores 

generados por las clonas J3 y J20 fueron los que presentaron mayor expresion de la 

proteina coditicada por myc (figura 20 D, E, y tabla 3) siguiendo en orden decreciente el 

tumor generado por C10 y N65 (figura 19 C , By tabla 3). 

26 

 



  

  

  

  

  

Figura 13. Analisis inmunohistoquimico de Nm23 en las clonas transfectadas 

con pSV2neo y ras normal in vitro. 

A) Ciona T1, B) Clona N5, C) Clona C4 y D) Clona C10. Notese la diferencia en la 

intencidad de la tincién citoplasmatica (color café) entre las figuras C y D, que demuestra 

el grado de expresidn de Ia proteina Nm23 en fas células, la cual es mayor en la ciona 

C10. 
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Figura 14. Identificacién inmunohistoquimica de Nm23 en las clonas 
transfectadas con ras mutado y céfulas control in vitro. 

E) Ciona J3, F) clona J20, G) células MCF7 (contro! positive para Nm23) y H) clona J20 
control negativo. Las figuras F y H son la misma clona, observese la diferenica entre una 
tincién positiva (Color café-anaranjado) y una negativa, ademas en E y F se puede 
apreciar una tincién nuclear (nicleos de color café). 
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Figura 15. Identificacién Inmunohistoquimico de Nm23 en los tejidos 

tumorales generados por las clonas transfectadas con pSV2neo = y ras 

normal. 

A) Tejido de Cancer de mama (contro! positive para Nm23), B) tumor generado por la 

clona N5, C) tumor generado por la clona C10. Observese en C, la diferencia en la 

intencidad de la tincién (color café-anaranjado) entre las células del tejido tumoral, es 

decir como la expresién de Nm23 vario en e! mismo tejido. Compare la homogeneidad en 

la tincién entre Ay C. 
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Figura 16. Identificacién Inmunohistoquimica de Nm23 en los tejidos 

tumorales generados por las clonas transfectadas con ras mutado. 

D) Tumor generado por la clona J3, E) Tumor generado por ja clona J20 y F) Tumor 

generado por la clona J20 (controi negativo de la técnica). Notese en D como apesar de 

(a intensidad de la tincidn hay zonas del tejido que presentan una intensidad de tincién 

mas bajas, ademas, observe la gran cantidad de nucleos teflidos en Dy E. 
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Tabla 2. Analisis de la inmunotincién reatizada para nm23 en las clonas y en 

fos tejidos tumorales. 

  

  

  

  

CLONA INTENSIDAD DE PORCENTAJE OBSERVACIONES 
LA TINCION DE CELULAS 

QUE MUESTRAN 

LA TINCION 

Ti + 80 % Tincidn citoplasmatica 

homogénea 

NS + 5-10 % Tincién citoplasmatica 
homogénea 

C4 + 5% Tincién citoplasmatica 
homogénea 

C10 + 40-50% Tincidén citoplasmatica 
++ y nuclear,heterogénea 

J3 ++ 70-90 % Tincién citoplasmatica 
+++ y nuclear, heterogénea 

J20 ++ 70-90 % Tincién citoplasmatica 
+++ y nuclear, heterogénea 

Tejidos Nm23 

TUMOR INTENSIDAD DE PORCENTAJE OBSERVACIONES 
LA TINCION DE CELULAS 

QUE MUESTRAN 

LA TINCION 

N5 + 10 % Tincién citoplasmatica 
homogénea 

Ci0 + 80 % Tincién citoplasmatica 
++ homogénea 

J3 ++ 80 % Tincién citoplasmatica, 
+H y nuclear heterogénea 

J20 ++ 90 % Tincién citoplasmatica, 
++ y nuclear heterogénea 

  

Intensidad de Ia tincién: - nula; + baja; ++ media; +++ alta 
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Figura 17. identificacién inmunohistoquimica de c-Myc en las clonas 

transfectadas con pSV2neo y ras normal in vitro. 

A) Clona T1, B) clona NS, C) clona C4 y D) clona C10. Nétese que aunque en Cy D la 

tincién es ligeramente mayor que en A y B (color café) ta expresién de c-Myc en las 

clonas es muy similar, tanto citoplasmatica como nuclear. 
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Figura 18. Identificacién inmunohistoquimica de c-Myc en las clonas 

transfectadas con ras mutado y en céjulas control mantenidas in vitro. 

E) Clona J3, F) clona J20, G) células HL6O (control positivo para c-Myc) y H)} clona J20 

contro! negativo. Observese fa diferencia entre una tincién positiva (cofor café) y una 

negativa fig. G y H. Cabe resaltar la diferencia de la tincién entre las clonas con ras 

mutado y normal tanto nuclear como citoplasmatica, la cual es mayor en {as clonas J3 y 

J20 (figuras E y F). Notese también que la expresidn de Myc en E y F es mayor que en las 

células contro! HL6O (G). 
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Figura 19. Identificacién Inmunohistoquimica de c-Myc en los tejidos 

tumorales generados por tas clonas transfectadas con pSV2neo yras 

normal. 

A) Tejido de Cancer de pulmén (contro! positivo para c-Myc), B) tumor generado por fa 

clona NS, C) tumor generado por la clona C10. Observese la diferencia de tincién (color 

café-anaranjado) entre las figuras B y C, en donde el tumor generado por C10 presenta 

una expresién mayor de fa proteina c-Myc. Notese también la morfologia que presentan 

las células en un tejido tumoral humano y de ratén (A y C). 
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Figura 20. Analisis Inmunohistoquimico de c-Myc en los tejidos tumorales 

generados por las clonas transfectadas con ras mutado. 

D) Tumor generado por la clona J3 y E) tumor generado por J20. Notese fa similitud de la 

tincién entre ambas figuras (color café-anaranjado), aunque en J20 (E) es mas notoria. 

Ademas de que la expresién de la proteina c-Myc varia en diferentes zonas de! tejido 

(diferencia en la intensidad de la tincién). 
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Tabla 3. Andlisis de la inmunotincién realizada para c-myc en las clonas y en 
los tejidos tumorales. 

  

  

  

  

CLONA INTENSIDAD DE PORCENTAJE DE OBSERVACIONES 
. LA TINCION CELULAS QUE 

MUESTRAN LA TINCION 

T1 + 90 % Tincién citoplasmatica y 
nuciear,homogénea 

NS + 10 % Tincidn citoplasmatica 
++ heterogénea 

c4 + 60 % Tincién citoplasmatica y 
++ nuclear, heterogénea 

c10 + 70 % Tincidn citoplasmatica y 
++ nuclear, heterogénea 

J3 +4 95 % Tincidén citoplasmatica y 
tet nuclear, heterogénea 

J20 ++ 70-90 % Tincién citoplasmatica y 
+++ nuclear, heterogénea 

Tejidos Myc 

TUMOR INTENSIDAD DE PORCENTAJE DE OBSERVACIONES 
LA TINCION CELULAS QUE 

MUESTRAN LA TINCION 

N5 + 5 % Tincién citoplasmatica 
homogénea 

c10 + 80 % Tincién citoplasmatica y 
++ nuclear, heterogénea 

J3 ++ 100 % Tincidn citoplasmatica y 
nuclear, heterogénea 

J20 ++ 60-90 % Tincién citoplasmatica y 
+44 nuclear, heterogénea 

  intensidad de fa tincidn: - nula; + baja; ++ media; +++ alta 
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Caracteristicas histopatotégicas de los tumores generados por tas 

células transfectadas en los ratones nu/nu. 

Histopatolégicamente se encontré que los todos los tumores generados fueron 

fibrosarcomas. Pero en el caso de los tumores formados por N5, C4 y C10, las células 

presentaban una morfologia mixta, es decir, de aspecto fusiforme y epitelioide, que a 

diferencia de las células de los tumores desarrollados por J3 y J20 eran unicamente 

fusiformes (Tabla 4). Al analizar otras caracteristicas morfoldgicas, como es el 

pleomorfismo (que es la regularidad del tamafio y forma del nucleo en todas las células 

que constituyen el tumor) y el grado de diferenciacién, estos fueron similares. Sin 

embargo, los tumores generados por las clonas J3 y J20 mostraron un mayor numero de 

células en mitosis y un mayor numero de vasos sanguineos en neoformacion 

(angiogénesis). Cabe mencionar que al analizar a los animales anatomopatolégicamente 

no se observaron metastasis en ningun érgano ai realizar la autopsia de los mismos. 

Tabla 4. Caracteristicas Histopatolégicas de los tumores desarrollados en los 

ratones nu/nu. 

Clona Morfologia Pleomorfismo Mitosis Vascularizacion Grado de 

celular diferenciacién 

N5 Mixta ++ + ++ ++ 

C4 Mixta t4/t++ + + 44 

c10 Mixta tH/tH+ + + ++ 

J3 Fusiforme ++ ++ +44 +4 

J20 Fusiforme ++ ++ +++ ++ 

+: bajo ++: medio +++: alto 
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DISCUSION 

La transfeccién de ras normal o mutado generé cambios en la morfologia y en 

el comportamiento celular. Esto se vio reflejado particularmente en las clonas J3 y J20, ya 

que formaban focos de crecimiento y ésta es una caracteristica de transformacién puesto 

que se pierde fa inhibici6n por contacto. Al comparar con las células testigo y las 

transformadas por ras normal, éstas no presentaron dicho comportamiento. 

La transfeccién de ras, es un modelo ampliamente utilizado para transformar 

células (particularmente fibroblastos), aunque cabe sefialar que la simple introduccion del 

plasmido no es suficiente para obtener esta caracteristica celular, ya que en nuestro 

modelo la clona N5 no produjo los cambios mencionados. Al corroborar por Western blot 

éstos cambios en la expresién de Ras normal o mutado, se observ6 que las clonas J3 y 

J20 presentaron una expresién similar de la proteina p21 mutada, la cual no se observe 

en las otras clonas. Ademas, al analizar la expresién para la proteina codificada por ras 

normal en las clonas C4, C10 y N5, ésta también fue muy similar entre ellas, aunque en 

el caso de la clona C10 la expresién se ve disminuida debido a que la cantidad de 

proteina adicionada en el gel fue menor, lo cual fue corroborado y ajustado por andlisis 

densitométrico. Los resultados aqui expuestos no fueron los esperados, ya que la 

expresién de Ras normal debié estar aumentada en las clonas transfectadas con este gen. 

Esto puedo deberse, a que como no se inmunoprecipito la proteina p21 SY 12, lo cual se 

recomienda para dicha técnica (Dra. Lourdes Gutiérrez, comunicacién personal), no se 

detecto la diferencia en la expresidn de Ras en estas clonas. En fa literatura se menciona 

que la proteina Ras normal presenta una vida media menor que cuando se encuentra 

mutada (12), Ello también podria explicar el hecho de que no hubiéramos detectado un 

incremento en la expresién de ésta proteina en el caso de C4 y C10. 

En cuanto al desarrollo tumoral, las clonas J3 y J20 fueron las que presentaron 

el comportamiento mds agresivo, !o cual se vio reflejado por un menor tiempo de 

aparicién, un mayor crecimiento tumoral, e histopatolégicamente una mayor angiogénesis 

asi como un mayor numero de mitosis; siguiendo en orden decreciente de agresividad, las 

clonas C10, NS y C4. Cabe sefialar, que en el caso de éstas dos ultimas esperabamos 
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encontrar un comportamiento inverso, es decir, que C4 fuera mas agresivo que N5. Sin 

embargo, el tumor generado por N5 aparecié en un menor tiempo que el tumor generado 

por la clona C4, ademas de presentar un mayor volumen tumoral. Ello puede deberse a 

varios factores: A) en la literatura se ha visto que las células 3T3/NIH silvestres son 

capaces de formar tumores en ratones nu/nu, pero su capacidad tumorigénica es muy 

baja (5.3); B) por el método de transfeccién usado no es posible controlar el sitio de 

insercién del pldsmido, por lo que no sabemos si en e! caso de la clona N5 se introdujo 

en un sitio del genoma celular que favoreciera la capacidad de formar tumores; C) en el 

caso de la clona C4, aunque tenga la resistencia a la geneticina se observ6 por el 

Western blot que no expresaba mds la proteina Ras normal, lo cual nos indica que 

probablemente la expresién sea similar a la control. Una manera de resolver este 

problema seria determinando la expresi6n de RNAm de Ras por Northern blot. 

En ninguno de fos ratones inoculados con las clonas, se observ6 la presencia 

de metastasis en otros érganos. Es importante mencionar que al realizar una inoculacién 

subdérmica como se hizo en este modelo, las células tienen que atravesar musculo y 

generar vasos sanguineos (angiogénesis) para poder incorporarse posteriormente al 

torrente sanguineo, donde tendraén que vencer a la respuesta inmunoldégica del huésped 

e invadir otros tejidos, por lo que las células requieren un tiempo mayor para poder 

adquirir un comportamiento metastdsico en comparacién a un tumor primario (). Bajo 

nuestras condiciones experimentales los animales fueron sacrificados cuando se 

presentaba disfuncidn, como era sangrado intenso, gran necrosis en el tumor y una baja 

en la condiciédn general del animal. Dada la rapida velocidad de crecimiento de los 

tumores en comparacién a los descritos en Ia literatura (5) y por evitar el canibalismo entre 

fos mismos animales, no se pudo dejar el tiempo suficiente para poder observar Ja 

presencia de metastasis en los mismos. 

Respecto al andlisis inmunohistoquimico de Nm23, se observé una clara 

tendencia a aumentar su expresién en las clonas que fueron transfectadas con ras mutado 

y los tumores generados por éstas (J3 y J20). La inmunotinci6n presentada tue 

citoplasmatica y nuclear en algunos casos, como se mostré en la tabla 2, sin embargo, la 

tincién citoplasmatica fue la que predomind. Cabe sefialar que el anticuerpo empleado 

para este ensayo, reconoce tanto a la proteina citoplasmatica (Nm23-H1), como a la 

nuclear (Nm23-H2), por lo que se pudo observar inmunotincién en ambos 
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compartimentos celulares. Las clonas T1, N5 y C4 presentaron tincidn homogénea pero 

en un muy bajo porcentaje (0-10 %). Si se compara con las clonas C10, J3 y J20, que 

generaron los tumores de mas rapida aparicién y crecimiento, fueron los que presentaron 

un mayor porcentaje de Nm23 (del 50 % para C10 y del casi 90 % para J3 y J20) y una 

mayor heterogeneidad. Esto puede explicarse ya que Caligo demostré que la expresi6n 

de nm23_ se ve favorecida en la fase S$ del ciclo celular y disminuida en las otras, por lo 

que la expresién de Nm23 varia dependiendo de la etapa del ciclo celular en que se 

encuentren las células. Ha sido ampliamente demostrado, que las células transfectadas 

con ras, ya sea normal o mutado, aumentan su velocidad de crecimiento (6.9), por lo que 

es factible que al ser mds rdpida fa proliferacién de esas células, se encuentren zonas en 

el tumor en diferentes estadios de crecimiento. 

En el estudio realizado en los tumores desarrollados por las diferentes clonas, 

se encontraron resultados muy similares a los observados en fas células, es decir los 

tumores generados por J3 y J20 presentaron un mayor porcentaje de inmunotincién, 

tanto citoplasmica como nuclear, pero heterogénea, en comparacién con los tumores 

generados por N5 y C10. De forma similar a lo explicado con las lineas celulares, los 

tumores presentan diferencias en la expresién de Nm23 por su velocidad de proliferacion. 

Los tumores generados por J3 y J20 demuestran una mayor proliferacion celular, lo cual 

se demuestra por un mayor volumen tumoral a lo largo uel tiempo y un mayor numero de 

mitosis, de esta forma se generan zonas dentro del tumor en diferente estadios y con ello 

una inmunotincién heterogénea, en comparacién con Jos tumores generados por N5 y 

C10 (51), 

Diversos autores proponen que nm23 puede ser un supresor de la metastasis 

en ciertos modelos animales y tumores humanos (19,19,20,31 y 52), esperandose que la 

expresién de dicho gen no correlacionara con la expresién de Ras, ya que es un oncogen 

que favorece el comportamiento metastdsico. Sin embargo, nuestros resultados se 

comportan de manera inversa, es decir, a mayor expresién de Ras mayor expresién de 

Nm23, sugiriendo que ambos genes pudieran estar favoreciendo un comportamiento 

tumoral mas agresivo, lo cual coincide con los reportes de diferentes autores (19,20,30,32), 

donde se ha demostrado que !a expresién de nm23 esta a favor del proceso tumorigénico. 

Pareciera ser que la contradicci6n de ambos reportes proponen que la supuesta 

supresién metastasica del gen nm23 depende de la estirpe celular, tal y como lo propuso 
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Mieroff (33). El aumento en fa expresién de Nm23 en las clonas que presentan C10, J3 y 

J20 es explicado por Bominar en 1993 (27), cuando establece que Ras al ser una proteina 

G, que requiere GTP para su actividad y Nm23 tiene actividad de NDPK, ésta Ultima 

proveeria de GTP a Ras, por lo que al aumentar la expresidn de Ras, Nm23 también 

aumenta. Otros reportes (54.55) proponen que al transformarse las células normales y 

hacerse tumorales, Nm23 se sobreexpresa como un intento de la célula de regresar a la 

normatidad, lo cual ocurre con otros genes supresores como p53 al mutarse (2). 

Analizando los resultados inmunohistoquimicos de c-Myc tanto en las células 

cultivadas como en los tumores generados por éstas, el comportamiento encontrado fue 

muy semejante al mostrado por Nm23, es decir, que la expresién de la proteina codificada 

por myc aumenta en las células J3 y J20 y en sus respectivos tumores, y disminuye su 

expresién en las células C10, C4, T1 y N5. La diferencia en la intensidad de la tincién no 

es tan marcada como la presentada en el analisis inmunohistoquimico de Nm23, mas 

bien, las células transfectadas con ras mutado y sus respectivos tumores presentaron 

mayor cantidad de nucleos tefidos y mayor intensidad en la tincién. Cabe sefalar que 

también se observo tincién citoplasmatica lo cual pudo deberse a 2 cosas: 1) que el 

anticuerpo éste reconociendo proteina inmadura de c-Myc y/o 2) que el anticuerpo cruce 

con alguna proteina citoplasmatica, lo cual sé ha observado en previos estudios (57). Por 

to que respecta a las células testigo y a las transfectadas con ras normal, presentaron una 

inmunotincién muy similar para c-Myc, por lo que la diferencia mas notoria se dio en las 

clonas J3 y J20 asi como en los tumores generados por éstas. 

Los resultados obtenidos son similares a los reportados en Ja literatura (14) ya 

que se sabe que la expresién de c-Myc se ve favorecida en la etapa proliferativa de las 

células asi como cuando Ras se encuentra activado, y como se mencion6 anteriormente, 

c-Myc es uno de Ios productos que se genera cuando se activa la cascada a través de la 

cual Ras transduce su sefial, ademas de que se ha establecido una relacion entre ambos 

genes, puesto que en diversos estudios, Myc potencia la actividad transformante de Ras 

(25.54.55), sugiriendo de ésta manera que estos oncogenes correlacionan con ei proceso 

tumorigénico. Honoki Kanya en 1993, reporté un estudio en donde se determino la 

expresi6n de nm23, myc y H-ras, en metastasis pulmonares, enconirando que la 

expresién de nm23 y H-ras (normal) aumentan en las metastasis formadas, concluyendo 

que ambos genes cooperan en la transduccidn de las sefiales. aunque estos autores no 
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encontraron diferencias en la expresién de Myc. En nuestro estudio la expresién de c-Myc 

en las células transfectadas con ras normal fue muy similar entre ellas (C4 y C10), io cual 

sugiriere que myc correlaciona con ras mutado al igual que nm23 a favor del proceso 

tumorigénico. 

Finalmente es importante remarcar que debido a las caracteristicas de los 

anticuerpos empleados para Nm23, no se pudo establecer una correlacién entre la 

expresién de Nm23(H2) y c-Myc, ya que dicho anticuerpo reconoce tanto a la proteina 

citopla4smica como a la proteina nuclear (H1 y H2). Aunque no debemos olvidar que en el 

analisis inmunohistoquimico de Nm23, como ya se menciondé anteriormente, la mayor 

tincién nuclear se observ6 en las células transfectadas con ras mutado y en los tumores 

generados por éstas, ocurriendo el mismo comportamiento con la expresién de c-Myc, por 

lo que es posible que la expresién de ambos genes éste correlacionada con el proceso 

tumorigénico como lo sugieren algunos autores (25.54.55 y 20). 
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CONCLUSIONES 

De acuerdo con los resultados obtenidos se pueden establecer las siguientes 

conclusiones: 

1) La transteccién del gen H-ras normal (gly 12) y mutado (val 12) transforma tanto 

morfolégicamente y en su comportamiento biolégico a las células 3T3 NIH. 

2) Las clonas con ras mutado presentan un comportamiento mas agresivo que las clonas 

transtectadas con ras normal o con el plasmido testigo (pSV2neo) lo cual se vio reflejado 

en que los tumores generados por esas clonas presentaron un mayor volumen tumoral, 

menor tiempo de aparicién, mayor numero de mitosis y una mayor capacidad 

angiogénica. 

3) nm23 y myc correlacionan con ras a favor del proceso tumorigénico. 

4) No se observaron diferencias en la expresién de p219/¥12 en las células transfectadas 

con ras normal con respecto a las células testigo. Aunque la clona C10 presenté un 

comportamiento mas agresivo contra ellas. 

5) No se pudo diferenciar la participacion de los dos genes de !a familia de nm23: H1 y H2 

en el comportamiento tumorigénico. Sin embargo, al observar la inmunotincién 

citoplasmatica y la nuclear, podriamos pensar que ambos correlacionan en favor del 

proceso tumorigénico. 

Propuesta 

Finalmente, nuestro estudio da pie a determinar con mayor precision el papel 

de nm23 como supresor de metastasis en tumores humanos, ya que no solo su 

participacion depende de la extirpe celular y del tipo de tumor, sino que también dicho 

gen podra o no colaborar con el proceso tumorigénico cooperando con otros genes 

involucrados, particularmente oncogenes como ras y myc, los cuales tienen un pape! 

preponderante en el desarrollo neoplasico. 
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