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Resumen

Los genes ras pertenecen a una superfamilia de genes que codifican pequefias proteinas de union
a nucleétidos de guanina. Las proteinas p21 Ras se localizan en la superficie interna de la
membrana celular, donde actlian como interruptores moleculares binarios en vias de sefializaciéon
que influencian el crecimiento celular, la diferenciacién y la apoptosis. Los genes ras pueden
adquirir propiedades transformantes por mecanismos cualitativos o cuantitativos. La activacion
oncogénica de ras es una de las méas frecuentemente implicadas en el desarrollo de tumores
humanos y experimentales. Las mutaciones de c-Ki-ras, c-Ha-ras y c-N-ras se han detectado
aproximadamente en el 30 % de los canceres humanos, y la sobreexpresiéon, en mas de 50 %.
Estas alteraciones, por lo general, ocurren en un estadio temprano del desarrollo tumoral. Debido a
su importante papel en la carcinogénesis, el conocimiento de las bases moleculares y bioquimicas
de la funcién de las proteinas p21 Ras esta siendo aplicado en el desarrollo de nuevas terapias
anticancerosas.

Descriptores DeCS: Subject headings:

GENES RAS GENES, RAS

PROTEINA DE ONCOGENO P21 (RAS) ONCOGENE PROTEIN P21 (RAS)
EXPRESION GENICA GENE EXPRESSION

La capacidad de una célula para proliferar esta estrechamente regulada y envuelve una serie
programada de pasos secuenciales que constituyen el ciclo celular. La progresién normal de este
ciclo es el resultado de la interaccion balanceada entre mditiples reguladores codificados por
protooncogenes y genes supresores. Las alteraciones funcionales a nivel de estos reguladores
pueden resultar en un ciclo celular desbalanceado y, como consecuencia, se desencadena una
proliferacion celular no sujeta a los controles habituales, insensible a los estimulos que
normalmente resultan en la diferenciacion y muerte celular, lo que ocasiona una pérdida del
potencial de diferenciacion de la célula’.

Los protooncogenes ejercen un control positivo sobre la proliferacion y el crecimiento celular. Las
proteinas codificadas por estos genes forman parte de las vias fisiolégicas de transduccién de las
sefiales mitogénicas. Uno de los protooncogenes mas frecuentemente involucrados en el
desarrollo de tumores humanos y experimentales son los genes ras. Estos genes mutados se han
identificado en una gran variedad de canceres humanos, lo que indica que las proteinas Ras
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mutadas pueden contribuir a la regulacion aberrante de las vias de sefializacion estimuladoras del
crecimiento™?.

En este trabajo se resumen los aspectos mas relevantes sobre el papel de los genes ras en la
transduccion de sefales. Asimismo, se exponen los resultados de numerosos estudios sobre la
expresion de estos genes en diferentes tipos de canceres humanos, con el objetivo de ofrecer la
percepcién mas actual acerca de la participacion de las proteinas p21 Ras en la transformacion
maligna.

GENES RAS. ESTRUCTURA Y EXPRESION

Los genes ras pertenecen a una familia génica eucaridtica ubicua y muy conservada a lo largo de
la evolucion. Todos sus miembros codifican para pequefas proteinas de unién a nucleétidos de
guanina. Actualmente, se calcula que esta superfamilia de genes esta constituida por mas de 100
miembros distribuidos en cinco subfamilias denominadas: Ras, Rho, Rab, Arf y Ran, cada una de
las cuales presenta un nimero variable de proteinas relacionadas®*.

Las diferentes subfamilias regulan numerosos procesos celulares que incluyen: el control de la
proliferacion, diferenciacion y sobrevida celulares, la organizacion del citoesqueleto de actina, la
matriz extracelular, la morfologia y migracion celulares, las funciones nucleares y el trafico de
membranas y proteinas. No obstante, muchas evidencias experimentales demuestran un
importante solapamiento entre las distintas subfamilias, a lo que se afiade el hecho de que el
sistema de activacion de cada una de estas proteinas no es absolutamente independiente de las
otras, y existe un alto grado de interrelacion, principalmente a nivel de las proteinas reguladorasz's.
En los mamiferos existen tres tipos de genes ras: c-Ha-rasl, c-Ki-ras2 y N-ras. Otros miembros de
esta familia de genes son: R-Ras, TC21 (R-Ras2), M-Ras (R-Ras3), Rapl Ay B, Rap2 Ay B, Ral
Ay B, que comparten al menos un 50 % de identidad con Ras®**®. La longitud de las secuencias
en el ADN es de: 3 kb en Ha-rasl, 7kb en N-ras y mas de 35 kb en Ki-ras2, y se encuentran
localizados en los cromosomas 11p15.5, 12p12, 1p13, respectivamente3'6. Todos los genes ras
estan compuestos por cuatro exones codificantes, excepto Ki-ras 2 y N-ras de rata. El gen Ki-ras 2
posee dos exones nimero 4 alternativos (IVA 'y IVB) que generan dos proteinas isomoérficas. Todos
ellos comparten un exén adicional (exén 0) en la regién 5’ no traducida®’.

Estos genes codifican proteinas de 189 aminoacidos, conocidas como p2l1 Ras, debido a su
tamafio de 21 kDa; Ki-ras 2 produce, como consecuencia del exén alternativo, una proteina
adicional de 188 aminoacidos (Ki-Ras B), que es la variante predominantemente expresada en
células de mamiferos®®.

PROTEINAS RAS. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES FUNCIONALES

Las principales proteinas Ras comparten una alta homologia en los primeros 165 aminoacidos del
extremo N-terminal, que constituyen el dominio catalitico, y poseen diferencias en los 25
aminodcidos de la regidon carboxil terminal, que es la region heterogénea; en esta, los cuatro
ultimos aminoéacidos (186-189) forman la caja o motivo CAAX. El dominio catalitico contiene los
motivos de secuencia necesarios para la interaccién con nucleétidos de guanina, la actividad
GTPasa y la region efectora. Las mutaciones de esta region mas conservada son responsables de
su alteracion funcional”®. Las proteinas p21 Ras se caracterizan por su capacidad de unir
nucledtidos de guanina (GDPQ/ GTP) y por poseer una actividad GTPasa intrinseca muy baja con
relacion a otras proteinas G . Su actividad biolégica es controlada por un ciclo regulado de
intercambio GDP/GTP, en el cual intervienen varios tipos de proteinas reguladoras: los factores
que intercambian nucledtidos de guanina (GEFs) - que promueven la formacion del estado activo
unido al GTP-, y proteinas estimuladoras de la actividad GTPasa, denominadas GAPs; entre ellas
se hallan p120-GAP y NF1-GAP, que dan lugar a un estado inactivo unido al GDP. Ademas de su
funcién como regulador negativo, se considera que pl120-GAP es un efector de Ras, de manera
gque su unidon con Ras-GTP expone sitios a potenciales dianas efectoras en la region
aminoterminal, y permite su interaccién con ellas y la transmisién de la sefial al nicleo®. La
sustitucion de un simple aminoacido en posicion 12, 13 6 61 origina proteinas Ras mutadas
insensibles a la regulacion negativa de las proteinas GAPs. En consecuencia, permanecen en un
estado activo unido a GTP, y conducen a una activaciéon constitutiva de Ras. Asimismo, la
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regulacién positiva de GEFs también puede provocar activacion constitutiva de Ras en ausencia
de mutaciones activadoras®®.

FUNCION DE LAS PROTEINAS RAS EN LA TRANSDUCCION DE SENALES

Las proteinas p21Ras constituyen un punto de convergencia para muchas sefiales extracelulares
y, a la vez, su activacion puede conducir a diferentes vias de transduccion de estas, que pueden
ser independientes o estar interconectadas en diferentes puntos. Estas proteinas modulan la
respuesta celular a varios mitdgenos, factores de diferenciacion o ambos, como factores de
crecimiento, citocinas, hormonas, neurotransmisores, sefiales de adhesion celular, y a factores
externos, como radiaciones ultravioletas y estrés osmoético”®.

La via mejor caracterizada es la que involucra la activacion de receptores de tirosina cinasa, los
cuales son estimulados por ligandos extracelulares especificos, como los factores de crecimiento
FGF, PDGF, NGF, EGF e insulina. Una vez unido al ligando, el receptor dimeriza y experimenta
autofosforilacién de residuos de tirosina en su dominio citoplasmatico, y crea un sitio de union
fosfotirosil (dominio de union SH2) para una proteina adaptadora (Shc o Grb2). Grb2 se une a
motivos SH3 del extremo C-terminal de la proteina SOS (Son of Sevenless), que es un factor
intercambiador de GDP/GTP (GEFs). Después de la estimulacion con el ligando, el complejo
Grb2/SOS se asocia con el receptor fosforilado a través del dominio SH2 de Grb2, y atrae la
proteina SOS, asociada a este, hacia la membrana plasmatica; alli estimula la formacién de Ras-
GTP, que releva su sefial corriente abajo a través de una cascada de cinasas citoplasméticas7'“.
Las proteinas Ras, una vez activadas, pueden asociarse con cerca de una docena de blancos
moleculares para ejercer sus efectos bioldgicos; la cinasa serina treonina Raf-1 es un efector clave
de Ras en la via de transduccién de las sefiales mitogénicas. Ras interactia con la porcion
aminoterminal de Raf-1 unido a la proteina 14-3-3, que es un cofactor esencial para la actividad de
esta cinasa. Para lograr la completa activacion de Raf-1, se requiere la formacién escalonada de
multicomplejos, en los que intervienen, ademas de la proteina 14-3-3, las chaperonas moleculares
Hsp 90 %/Zpso, fosfolipidos, las cinasas tirosina y serina treonina y la cinasa supresora de Ras
(KSR)"**,

Una vez fosforilado Raf-1, activa dos cinasas MAPK, denominadas MEK1 y MEK2. Las MEKs
activadas fosforilan un tandem de residuos treonina y tirosina en dos MAPKSs, conocidas como
cinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK1 y ERK2). Estas se traslocan al nucleo, donde
fosforilan y activan una variedad de sustratos, que incluyen a miembros de la familia Ets (Elk-1) de
factores de transcripcion nuclear, los que se unen a sitios especificos de la region promotora de
ciertos genes y estimulan su transcripcion***2.

Otras dos clases de efectores de Ras han demostrado tener gran importancia in vivo: la subunidad
catalitica p110 de la fosfatidil inositol-3cinasa (PI3K) y los factores de intercambio de activadores
de Ral (Ral-GEFs), los cuales se unen a la misma region de Ras-GTP que Raf-1, en el dominio
32-40. #1°'? | os miembros de la familia de GEFs (RalGDS, RGL y R1f /RGL 2) actian como
activadores de Ral. Estos activan la fosfolipasa D1 (PLD1) que mediante la hidrélisis de la
fosfatidilcolina genera fosfatidos monooinsaturados y saturados, que son moléculas activadoras
putativas de las proteinas Rho'****°>. RasGTP también puede unir y activar la subunidad catalitica
de la enzima PI3K que genera PI*® P3 por fosforilacién de PI*® P2 en posicién 3. Este Cltimo
funciona como un segundo mensajero; se une a algunas proteinas cinasas del citoesqueleto y
modula su actividad. La cinasa serina-treonina PKB/AKT, que es otra enzima activada
indirectamente Eor PI3K, inactiva por fosforilacion a la proteina Bad, que es un factor
proapoptético*?>. De esta manera, Ras puede inducir simultineamente vias antiapoptéticas, en
dependencia de la calidad e intensidad de la sefial activadora, del tipo celular y de las condiciones
metabdlicas.

EXPRESION DE P21 RAS EN TEJIDOS NORMALES

La existencia de varias isoformas en las proteinas Ras ha encaminado las investigaciones hacia
estudios de expresion de estos genes en diferentes linajes celulares. Se ha podido conocer que se
expresan en los mamiferos durante todo el periodo embrionario y fetal con un patrén diferencial.
Durante el periodo prenatal, N-ras tiene su expresion mas elevada hacia el dia 30 de la
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concepcién, mientras que la expresion de Ki-ras2 disminuye hacia el final de la gestacion. Se han
obtenido evidencias de que Ki-ras2, }f no Ha-ras o N-ras, es el que desempefia una funcién
esencial en la embriogénesis temprana”™

En los animales adultos, estos se expresan en una gran variedad de tejidos, y siguen un patron de
distribucién especifico. Se ha observado que determinados tejidos expresan preferentemente un
tipo u otro de gen ras, aunque, probablemente, al menos uno de los tres genes se expresa en
todos los tipos celulares®***’

EXPRESION DE P21 RAS EN EL CANCER HUMANO

Los genes ras mutados se hallan presentes aproximadamente en el 30 % de todos los canceres
humanos. Estos pueden adquirir propiedades transformantes por mecanismos cualitativos
- mutaciones puntuales- o cuantitativos, asociados a alteraciones de su expresién. Sin embargo, la
frecuencia de mutaciones no es uniforme en relacion con el tipo de tumor o el tipo de gen mutado.
Se ha observado que, en tejidos tumorales, la expresion de p21 Ras no se halla restringida a un
tipo celular especifico, de forma tal, que pueden identificarse células tumorales de diferente origen
gue expresan niveles detectables de Ras, aunque con marcada heterogene|dad

Las mutaciones de los codones 12, 13 o 61 producen formas constitutivamente activadas de los
tres genes ras in vitro; no obstante, existe una clara selectividad en relacién con la isoforma de ras
gue estd activada en los canceres humanos. Las alteraciones del codén 12 en Ha-rasl y Ki-ras2 y
de los codones 13 y 61 en N-ras han sido informadas en numerosos estudios, y son mas
frecuentes las mutaciones detectadas del %en Ki-ras2 en carcinomas pancreaticos (= 90 %),
colorrectales (50 %) y de pulmon (30 %) . Las mutaciones de Ha-rasl son comunes en
carcinomas de vejiga, rmon y tiroides, y las de N-ras, en melanomas, carcinoma hepatocelular y
neoplasias hematologlcas 25. En cambio, las mutaciones de estos genes son menos frecuentes
en 2%(ggenocarcmomas gastricos (14 %) y en los carcinomas de mama, ovario y cérvico-uterinos (< 5
%)

La frecuente asociacion de mutaciones de ras con neoplasias humanas indica que las mismas son
una importante lesién genética que podria promover la oncogénesis; existe un grupo importante de
evidencias experimentales, en células en cultivo y en modelos de carcinogénesis in vivo, que
demuestran que la funcion aberrante de ras puede contribuir significativamente a muchos aspectos
del fenotipo maligno. Asi, mientras esta funcién puede promover la proliferacion incontrolada de
algunas células tumorales, en otras puede inducir propiedades invasivas o metastasicas'**°.

Varios estudios realizados en diferentes tipos de neoplasias indican que las mutaciones de Ki-ras2
ocurren tempranamente en el desarrollo de la carC|nogeneS|52° 2| Las mutaciones son necesarias,
pero no suficientes; para la conversion de células normales a malignas se requiere, ademas de la
mutacion en si misma, la accién combinada de otras lesiones genéticas que podrian incluir la
funcién desregulada de otros componentes celulares o pérdida de funcion de genes supresores,
entre otras®

Por otra parte, la sobreexpresién de productos génicos de ras normales ha sido encontrada en una
alta proporcién (mayor del 50%) en varios tipos de carcinomas: colon, pancreas, mama, prostata,
pulmén, vejiga, estdmago, tiroides y cancer cérvico-uterino®* >

Se ha demostrado que la expresion de p21 Ras se incrementa en relacién con el grado de
anormalidad histolégica del tejido, de manera que es mayor en carcinomas invasivos y decrece
gradualmente en carcinomas in situ, displasias, metaplasias e hiperplasias. Asimismo, los altos
niveles de expresmn de p21 Ras se correlacionan positivamente con el grado de extension o
invasion neoplasma >%_ No obstante, en varios estudios realizados se observan resultados
contradictorios al correlacionar la expresion de Ras con los parametros clinico-patolégicos. En
algunos canceres no se ha observado asociacion significativa entre estas variables, por lo que se
considera que la sobreexpresién no tiene valor como marcador prondstico, mientras que en otros
esta relacionada con estadios avanzados de la enfermedad, recurrencia temprana y muerte. Estas
discrepancias no estan claras, pero podrian estar relacionadas con diferencias en los métodos de
deteccién de Ras, con el tipo de anticuerpo Anti-Ras utilizado o ambos®**'.

Finalmente, podemos concluir que la carcinogénesis es un proceso multifactorial que se desarrolla
en varias etapas, donde la activaciéon de los genes ras constituye un punto de unién en la cadena
de fendmenos que determina la transformacion neoplasica. En este sentido, el conocimiento de las

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

bases moleculares y bioquimicas de la funcion de las proteinas p21 Ras esta siendo aplicado en el
desarrollo de nuevas terapias anticancerosas que estan dirigidas hacia blancos moleculares que se
encuentran en puntos criticos de la cascada de sefalizacion de Ras. Estas drogas Anti-Ras, junto
al desarrollo de vacunas especificas y la quimioterapia convencional, permitiran utilizar
combinaciones de farmacos mas racionales y efectivos en el tratamiento del cancer.

Summary

The Ras genes belong to a gene superfamily that codify small guanine nucleotide union proteins.
These p21 Ras proteins are localized on the internal surface of the cellular membrane where they
act as binary molecular interrupters in signalization pathways that influence cellular growth,
differentiation and apoptosis. The Ras genes can acquire transforming properties through
guantitative or qualitative mechanisms. The Ras oncogenic activation is one of the most frequently
involved activations in the development of both human and experimental tumors.The c-Ki-ras, c-Ha-
ras and c-N-ras mutations have been detected in the 30 % of human cancers, and the
overexpression in more than 50 %. These alterations generally occur at an early stage of tumoral
growth. Due to its important rol in carcinogenesis, the knowledge about the molecular and
biochemical bases of the p21 Ras proteins is being used in the development of new therapies
against cancer.
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