Articulos originales

Mutaciones Ha-RAS en fibroblastos
del estroma cervical de neoplasias
escamosas de cuello uterino

Ha-RAS mutations in cervical stromal fibroblasts
of squamous neoplasia of the cervix

Pablo Moreno-Acosta!, Schyrly Carrillo!, Martha Serrano?, Diana Nifiez!, Alfredo Romero-Rojas®

1 Grupo Investigacion en Biologia del Cancer, Instituto Nacional de Cancerologia, Bogota. Colombia.
2 Grupo Area de Investigaciones, Instituto Nacional de Cancerologia, Bogota. Colombia.
3 Grupo de Patologia, Instituto Nacional de Cancerologia, Bogot. Colombia.

Resumen

Objetivo: Detectar mutaciones del oncogén Ha-RAS en fibroblastos del estroma de biopsias de la zona de transformacion del cuello
uterino. Métodos: Se seleccionaron ocho muestras de tejido fresco congelado de pacientes diagnosticadas con neoplasia intraepitelial
de cuello uterino, de tipo escamoso (NIC I, NIC II, NIC lll), cancer in situ y carcinoma escamocelular infiltrante, tejido en el cual sélo se
encontraba representado el estroma, sin evidencia de componente epitelial tumoral residual, y para cada uno de los cuales se contaba
con el tejido cervical de control incluido en parafina, que confirmaba la presencia de proceso neoplasico escamoso cervical. La deteccion
de mutaciones Ha-RAS codén 12 fue realizada mediante un PCR-SSCP no radiactivo y analisis enzimatico de restriccion. Resultados: La
mutacion hallada para un cambio de una glicina por una valina en el codén 12 del oncogén Ha-RAS fue detectada en una sola muestra
(12,5%), NIC Ill. Conclusiones: La presencia de una alteracién molecular, mutacion puntual del oncogén Ha-RAS en el estroma de uno de
estos casos analizados, representa un cambio importante, y sugiere una via alterna que podrfa involucrar inestabilidad genética estromal
en la generacion de neoplasias intraepiteliales y progresion del cancer de cuello uterino.
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Abstract

Objective: To detect Ha-Ras oncogene mutations in stromal fibroblasts in biopsies in the cervical transformation zone. Methods: Eight
samples were selected of fresh frozen tissue taken from patients diagnosed with intraepithelial neoplasia of the cervix, squamous type
(NIC I, NIC I, NIC IT), cancer in situ, and invasive squamous cell carcinoma, tissue in which only stroma was represented, with no evidence
of residual tumor epithelial component; from each, the control cervical paraffin fixed tissue was counted which confirmed the presence of
squamous cervical neoplastic process. The detection of codon 12 Ha-RAS mutations was carried out with non radioactive PCR-SSCP and
restriction enzyme analysis. Results: The revealed mutation that altered a glycine into a valine in the codon 12 of the Ha-RAS oncogene

Correspondencia:

Pablo Moreno Acosta. Grupo Investigacion en Biologia del Céncer, Subdireccion de Investigaciones, Instituto Nacional de Cancerologia.
Av. 1* No. 9-85, Bogoté4, Colombia. Teléfono: 334 1122, ext. 4203.

Correos electronicos: dajup63@yahoo.com, pmoreno@cancer.gov.co

Fecha de recepcion: 25 de agosto del 2009. Fecha de aprobacién: 23 de marzo del 2010.

102 Rev Coroms CanceroL 2010;14(2):102-109



PaBLO MORENO-ACOSTA, SCHYRLY CARRILLO, MARTHA SERRANO, DiANA NUNEZ, ALFREDO ROMERO-ROJAS | -

was detected in only one sample (12.5%), NIC lll. Conclusions: The presence of molecular alteration, punctual mutation of the Ha-RAS
oncogene in the stroma of one of the cases analyzed represents an important change and suggests an alternate route that could involve

stromal genetic stability in the generation of intraepithelial neoplasia and in the progression of cervical cancer.
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Introduccion

El estroma es un elemento importante para el
tejido epitelial; se trata de una capa subepitelial
compuesta de matriz extracelular y de varios tipos
de células. El estroma es mantenido, remodelado y
reparado por fibroblastos residentes, apoya e instru-
ye al epitelio y es esencial para la funcién epitelial
(1). Actualmente se reconoce que los cambios del
estroma son necesarios para el establecimiento de
cancer, pues anteriormente se los consideraba como
espectadores frente a la expansién clonal y frente
a la adquisicion de caracteristicas malignas de las
células tumorales (2). Un estroma anormal puede
ser considerado como un promotor clésico en la ter-
minologia de la carcinogénesis, por cuanto la disfun-
cién de las interacciones de epitelio-mesenquimal
normal incrementan la posibilidad de que la lesién
preneoplasica progrese a malignidad (2).

Las células estromales tienen una funcion basica
de sostén en los tejidos humanos como derivados
mesenquimales; sin embargo, también es conocido
que contribuyen tanto a la supresiéon tumoral como
a la progresién; incluso, algunos estudios sugieren
que la proporcién de inhibidores de los promoto-
res estromales determina el destino de las células
tumorales (3). La mayoria de estudios sobre el
estroma y su relacién con la generacién, progresion
y metastasis de neoplasias se han centrado, espe-
cialmente, en canceres como el de mama (1-6), y
otros como el cancer de préstata (4,6), el gastrico
(6), el colorrectal (7) y el de cuello uterino (8,9).
Los reportes sobre cancer cervical abordan, especi-
ficamente, aspectos como rasgos gendémicos y clona-
lidad en carcinogénesis cervical. Sin embargo, ni la
presencia de mutaciones en oncogenes Ha-RAS en
células estromales ni su contribucion a la generacion
y progresion de neoplasias escamosas cervicales han
sido reportadas adn.

La activacion de oncogenes por mutaciones
puntuales fue descrita inicialmente en genes de
la familia RAS; especificamente, en Ha-RAS,
familia compuesta por tres genes altamente ho-
mologos: Ha-RAS, K-RAS y N-RAS, los cuales
codifican para una proteina de 21 Kd (10,11), que
en las células tumorales determina la sintesis de
una proteina RAS mutada que permanece activa
de manera constante. De esta forma se desequili-
bra la regulacion de la proliferacién, y las células
afectadas se independizan de la accién enzima-
tica reguladora de las proteinas activadoras de la

GTPasa, lo cual contribuye a la progresion de la
enfermedad (10).

Se ha demostrado que la introduccién de una
copia de ADN de RAS mutado induce la trans-
formacion neoplésica en lineas celulares normales
(10,12). Ademais, en varios tumores humanos han
sido reportadas diferentes mutaciones puntuales
de los genes RAS (13-15), incluyendo el cancer de
cuello uterino y neoplasias intraepiteliales cervica-
les (NIC I, NIC II, NIC III) (16-24), pero no en
fibroblastos, que constituyen parte del estroma de
sostén del cuello uterino.

Teniendo en cuenta que la frecuencia de mu-
tacién de Ha-RAS en céancer de cuello uterino se
estima entre el 6% y el 24% (16,17) en muestras
que presentan un porcentaje adecuado en células
tumorales, y que la presencia de este tipo de muta-
ciones ha sido detectada en tejido normal contiguo
al tumoral en otros tipos de cancer, nos propusimos
detectar mutaciones en el codén 12 del gen Ha-RAS
en el estroma (tejido fibroconjuntivo-fibroblastos y
vasos sanguineos) en casos de pacientes con lesion
escamosa intraepitelial de cuello uterino, cancer
in situ y carcinoma escamocelular infiltrante.
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Para esto fue necesario establecer un protocolo espe-
cifico, sensible y no radioactivo, para la deteccién de
mutaciones, basado en el anilisis de polimorfismo
conformacional de cadena sencilla (SSCP) (25-28)
y analisis enzimatico de restriccién.

Métodos

Se analizaron 8 muestras de biopsias de tejido
congelado de neoplasias escamosas cervicales de la
zona de transformacion de cuello uterino, 1 NIC I
(m240), 3 NIC III (m97,m186,m375), 3 cancer in
situ (m7,m202,m346), 1 carcinoma escamocelular
infiltrante (m51). Las biopsias fueron tomadas
entre 2003 y 2004, de pacientes que asistieron a la
consulta de Ginecologia del Instituto Nacional de
Cancerologia. Cada caso fue confirmado histolé-
gicamente, y al examinar al recorte del respectivo
bloque de parafina sélo se observo representacion
del estroma cervical, sin evidencia de componente
epitelial tumoral residual.

Parametros como la morfologia propia de la célula
fibroblastica (fusiforme, elongada), la ausencia de
atipia nuclear (caracteristica inequivocamente pre-
sente en las células epiteliales malignas), la ausencia
de actividad mitética y la confirmacién inmunohis-
toquimica de la naturaleza mesenquimal de dicha
célula (desmina y actina especifica positiva), con
negatividad para coctel de citoqueratinas (marcador
de inmunohistoquimica que muestra filamentos
intermedios de alto y bajo peso molecular, que son
constituyentes celulares de las células epiteliales),
fueron tomados por un médico especialista en pa-
tologia oncolégica, con el fin de establecer el origen
mesenquimal fibroblastico de las células analizadas
de cada uno de los ocho casos incluidos en el estudio.

Se emplearon como controles positivos en la reaccion
de PCR, 10 ng de ADN de pBR322-Ha-RAS mutado
(EJ 6.6: sustitucién de timina por guanina, lo cual
genera un cambio del aminoécido valina por glicina
en el codon 12), que corresponde a 3,3 ngde Ha-RAS
mutado; y como controles negativos, 10 ng de ADN
de pBR322- Ha-R AS silvestre (plasmido prototipo),
10 ng de ADN de tejido de cérvix normal.

El ADN de cada biopsia de tejido en fresco conge-
lado se extrajo segin condiciones estandarizadas en
nuestro laboratorio (29).

104 Rev CoLoms CanceroL 2010;14(2):102-109

Se seleccionaron los iniciadores sentido 5’-GA-
CGGAATATAAGCTGGTGG-3’ (nucleédtidos
1672-1692) y antisentido 5-TGGATGGTCA-
GCGCACTCTT-3’ (nuclestidos 1714-1734), con
un contenido en guanina-citocina (G:C) del 50%
y el 52%, respectivamente. Se colocaron 10 ul del
sobrenadante de ADN de cada muestra, para ser
amplificado en un volumen total de 50 ul en una
solucion de 10mM de Tris-HCI (pH 8,3), 50mM
de KCI, 1,5 mM de MgCl2, gelatina al 0,001%, 0,1
mM de dNTPs, 1,25 U de Taq polimerasa (Gibco
BRL), y 25 pmol de cada iniciador (Gibco BRL).

Se emplearon 30 ciclos de amplificacién en el
termociclador 9600 de Perkin-Elmer. En cada ci-
clo se realiz6 un paso de denaturacién (96 °C por
30seg), anillaje (60 °C por 60 seg) y elongacion (72 °C
por 90 seg). Adicionalmente, se realizé un paso final
de elongacién por 10 min, con el fin de asegurar una
extension completa del ADN amplificado. El tamafio
del producto de amplificacion fue de 63 pb (pares de
bases). Como control de contaminacién de la PCR se
empled agua estéril, y como control de calidad del ADN
se amplificé un fragmento de 102 pb del gen B-globina
utilizando los iniciadores PCO3 y PCO4 (30).

De cada producto de PCR se tomaron 6 ml y se
mezclaron con 10 pl de solucién denaturante (for-
mamida 95%, EDTA 10mM, azul de bromofenol
0,05%, xylene cyanol 0,05%). Esta mezcla se ca-
lenté a 95 °C por 6 minutos, e inmediatamente se
coloco en hielo, antes de aplicarla sobre el gel.

Los productos obtenidos por PCR fueron ana-
lizados en geles no denaturantes de poliacrilamida
(relacion acrilamida/bisacrilamida: 38:2; TBE
0,5X, Glicerol 5%; tamafio: 22 cm 17 cm x 0,1 x
cm) en buffer TBE al 0,5X a 300 voltios, por 5 horas.
El buffer se mantuvo en un tanque de electroforesis
(CBS Scientific CO, Del mar, CA, EUA), a 17 °C.
Los geles se tifieron con AgNO, (Merck, Darmstadt,
Alemania) al 0,5%, y fueron analizados en un densi-
tometro GS-700 (Biorad, Ramsey, Estados Unidos).
Los patrones obtenidos por SSCP de cada muestra
analizada fueron comparados individualmente con

los patrones de referencia del plasmido prototipo
c-Ha-RAS y del plasmido c-Ha-RAS mutado.

El analisis enzimatico de restriccion fue utilizado
para discriminar entre secuencias Ha-RAS normales
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y Ha-RAS mutadas. La secuencia nucleotidica de
Ha-RAS normal contiene un sitio de restricciéon
para Mspl (31), mientras que la secuencia Ha-RAS
mutada no los contiene. El corte enzimético del
fragmento de ADN de 63 pb de Ha-RAS normal
genera dos fragmentos de 32 y 31 pb, mientras que el
fragmento de 63 pb mutado permanece (Figura 1).

Se mezclaron 10 ml de productos de PCR con
1,25 unidades de la enzima de restriccién Msp I
en un volumen final de 15 pl, de acuerdo con las
condiciones recomendadas por el fabricante (Gibco
BRL). La reaccién fue incubada a 37 °C toda la
noche, y los productos de corte enzimaitico fueron
visualizados mediante tincién con plata, en geles de
poliacrilamida, al 20%.

La sensibilidad del analisis enzimatico de res-
triccién fue evaluada mediante PCR en diluciones
seriadas (100 ng-10 fg) de ADN de tejido normal y
ADN del control positivo (EJ 6.6), iniciando con
una dilucién 1:0. Los productos amplificados y
tratados con Mspl fueron visualizados en geles de
poliacrilamida al 20%.

Resultados

El par de iniciadores o primers seleccionados para
la amplificacién del codén 12 de Ha-RAS permitio
la obtencién de un fragmento de 63 pb, lo que faci-
lité amplificar la secuencia estudiada, con una alta
representatividad y especificidad en las muestras y
controles analizados. Este producto de amplificacién

Mspl sitio de restriccidn

5-CICGGE-3 Ha-ras normal Ha-ras codon 12 mutado
3-GGCiC-5 63 pb 63 pb
Mspl Mspl| Gly il | vl
5---GGEC-—-———- 3 5 -GTC-3
|
|
32pb 31pb 63 pb
5 --CGE 3 5 BGG-—-3F 5S5--GTC--F
Codon 12
Gly

(nt. 1672) 9 GACGGAATATAAGCTGGTGGTGGTGGGCGLCEGLEG

Primersentido

TGTGGGCAAGAGTGCGCTGACCATCCA 3-(nt. 1734)

- 63 pb

o -TGGATGGTCAGCGCACTCTT-3&

Primerantisentido-secuencia complementaria

Fig. 1. Sitio de restriccion Mspl y secuencia de nucleétidos del exén 1 coddn 12-Valina (Val) de Ha-RAS, correspondiente a un fragmento de 63 pb

de ADN, con ubicacion de los respectivos iniciadores, o primers.
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fue analizado bajo condiciones de SSCP estanda-
rizadas (temperatura de 16 °C, voltaje constante,
composicién de la mezcla de carga, composicién del
gel), y ello evité la aparicion de bandas adicionales
no especificas, y permitié detectar e identificar
mutaciones Ha-RAS.

La reproducibilidad de los resultados obtenidos
por PCR-SSCP fue evaluada mediante la generacion
de un mismo patrén de corrido en ensayos realiza-
dos por triplicado tanto en las muestras como en
los controles utilizados.

En el ensayo de sensibilidad para el analisis
enzimético de restriccion que confirmaba las mu-
taciones detectadas por PCR-SSCP, la banda de
ADN mutante de 63 pb de Ha-RAS (EJ 6.6) fue
aan detectable en la dilucion 1:32 (10 fg de ADN
mutante-EJ 6.6).

La mutacion, cambio de valina (-GTC-) por glicina
(-GGC-) localizada en el codén 12 del exén 1 de
Ha-RAS fue detectada en un sola muestra de las ocho
analizadas (12,5%). La muestra en la que se detecto
esta mutacion correspondia a un NIC III (m97).

Nosotros establecimos un patrén de corrido por SSCP
no radioactivo, que nos permiti6 distinguir entre ale-
lo mutado y alelo silvestre, y discernir asi si el indivi-
duo era homocigoto o heterocigoto para la mutacion.

Patrones representativos de SSCP de la mutacién
(carril 2-tipo homocigoto (EJ 6.6), carril 4-tipo
heterocigoto (m97)), y no presencia de la mutacién
(carril 3 y 5) de controles y muestras incluidas en el
estudio se muestran en la Figura 2.

Andalisis de Restriccion/Mspl

A partir del fragmento de ADN de doble cadena con
un tamafo de 63 pb, correspondiente al control po-
sitivo (EJ 6.6) (Figura 3, linea 2), no se gener6 nin-
gtn tipo de banda del corte enziméatico con Mspl,
lo que indica la presencia de la mutacion, cambio T
por G. En el control negativo (plasmido prototipo)
se generaron dos bandas de ADN de doble cadena,
una de 32 pb y una de 31 pb; no se observé banda
a la altura de 63 pb, lo cual demuestra la ausencia
del cambio T por G (Figura 3, linea 6). La muestra
97 (NIC III) en la que se identificé la mutacién
T por G mediante SSCP, al corte enzimatico con
Mspl, generé 3 fragmentos de ADN, uno de 63
pb, en el que esta representado el alelo mutado, y
otros 2 fragmentos de 32 y 31 pb, cuya secuencia
corresponde al alelo silvestre (Figura 3, linea 4).

Discusion
Los reportes sobre cancer de cuello uterino y

estroma abordan aspectos como cambios gendmi-
cos y clonalidad en carcinogénesis cervical (8,9).

1 z 3 L} 5

ADIN o k “ [ S L_‘ 63k

ADN es i dh‘ﬁ“
- w ’

1 2 3 4 5 6
ADN it e sd — & 63pb
@ 32ph
L} L
- Y- 3 pb

Fig. 2. Analisis PCR- SSCP de mutaciones puntuales en el exén 1del
gen Ha-RAS tejido estromal de neoplasias cervicales. Linea 1: ADN no
denaturado de doble cadena (ADN dc) de EJ 6.6 (control positivo). Linea
2:EJ 6.6 (control positivo). Linea 3: ADN de EC (control negativo). Linea 4:
ADN m97.Linea 5: ADN m186. Las flechas negras indican la presencia de
alelos mutados (cambio de una T por una G (valina por glicina), bandas
de ADN de cadena sencilla (ADN dc), y la flecha blanca indica la pre-

sencia de alelos normales, bandas de ADN de cadena sencilla (ADN cs).
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Fig. 3. Andlisis del corte enzimatico de restriccion/Mspl de productos
de PCR de Ha-RAS de tejido estromal de neoplasias cervicales. Linea 1:
ADN plasmidico no tratado con Mspl de EJ 6.6 (control positivo). Linea
2: ADN plasmidico de EJ 6.6 (control positivo) tratado con Mspl. Linea
3: ADN (m97) no tratado. Linea 4: ADN (m97) tratado; genera 3 bandas
(ADN mutado de 63 pb; ADN normal de 32y 31 pb. Linea 5: ADN (m186)
no tratado. Linea 6: ADN (m186) tratado genera 2 bandas (32 y 31 pb
de ADN normal).
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Sin embargo, la presencia de mutaciones Ha-RAS en
células estromales y su contribucién a la generacién
y progresiéon de neoplasias escamosas cervicales,
hasta el momento, no ha sido reportada.

En el presente estudio reportamos la presencia
de una mutacién puntual en el codén 12 del on-
cogén Ha-RAS (valina-GTC- por glicina-GGC-)
en una de las muestras analizadas y diagnosticada
como NICIII. En estas muestras solo se encontraba
representado el estroma cervical (fibroblastos-tejido
fibroconectivo), sin evidencia de componente epi-
telial tumoral residual.

En este tipo de muestra la deteccién de muta-
ciones puntuales puede tener mayor dificultad si
se compara su deteccion con muestras tumorales
epiteliales, por lo cual es importante que las téc-
nicas de analisis empleadas tengan la capacidad de
detectar y describir con precisién estos cambios, sin
olvidar los diversos requerimientos de sensibilidad.
Estos fueron requerimientos que tuvimos en cuenta
para el analisis PCR-SSCP y corte de restriccién
enzimatico, los cuales utilizamos en este estudio.

La sensibilidad del PCR-SSCP se fundamenta
en caracteristicas del producto de PCR, tales
como el tamafio del fragmento (tamafio 6ptimo
menor a 300 pb), la composicién de la secuencia
del fragmento que se analizari (bajo namero de
guaninas y citocinas (G:C) y el uso de minimas

cantidades de ADN.

Para nuestros ensayos el tamafio del producto de
PCR fue de 63 pb, tamafio ideal para la deteccién
de cambios nucleotidicos, pues a menor tamafio de
la secuencia por amplificar, la secuencia obtenida
tendra mayor representatividad, y ello facilitara su
deteccion, asi como la deteccién de mutaciones en
tejido mesenquimal o en tejido epitelial, condicion
que nos permitié utilizar 6 ul del producto de PCR.
Por consiguiente, la estandarizacion de condicio-
nes para PCR-SSCP no radioactivo y analisis de
restriccién enzimatico/Mspl, como las descritas,
constituye una estrategia de deteccién con una alta
sensibilidad y especificidad, lo cual nos permitio
detectar mutaciones -GTC-, en el fragmento de
63 pb de Ha-RAS en fibroblastos estromales de
muestras de cuello uterino diagnosticadas como
neoplasias intraepiteliales escamosas.

La presencia de una mutacion de este tipo repre-
senta un cambio importante, ya que en el caso del
oncogén RAS, las mutaciones impiden la conversién
de la forma activa a inactiva, aun en ausencia de esti-
mulos provenientes del medio extracelular. De esta
forma, se desequilibra el control de la proliferaciéon
y las células afectadas se independizan de la accion
enzimatica reguladora de las proteinas activadoras
de la GTPasa, lo cual contribuye a la progresién de

la enfermedad (10).

Estudios de deteccién de mutaciones en tejido
neoplésico, normal y de estroma de mama de rata,
como el realizado por Maffin y cols. (32), reportan la
presencia de mutaciones Ha-RAS-1 en mas del 80%
del tejido analizado. Ellos concluyen que estas mu-
taciones en el tejido transformado “no son necesarias
ni suficientes” para la transformacién neoplisica. Sin
embargo, Matsumoto y cols. (7) consideran que la
presencia de mutaciones K-RAS en tejido epitelial
(45%) vy en tejido estromal (55%) contribuyen al
desarrollo del cancer colorrectal. Frente a estas dis-
crepancias debe tenerse en cuenta que la presencia
de mutaciones puntuales, como parte del proceso de
carcinogénesis, puede afectar el proceso neoplasico
no solo en células epiteliales, sino, también, en células
estromales, de tal manera que estas puedan estimular
la progresiéon tumoral (4).

El hecho de no haber detectado la mutacién
-GTC- en las siete muestras restantes puede deberse
a que dicha mutacién somatica esté representada
s6lo en una pequefa fraccion (aproximadamente,
el 15%) del total del ADN analizado (33), asi como
por una probable heterogeneidad topogréfica en la
distribucién de estas mutaciones.

La presencia de una mutacion puntual del onco-
gén Ha-RAS —cambio de valina por glicina en el
estroma de uno de estos casos analizados (NIC III)—
representa un cambio importante y sugiere una via
alterna que podria involucrar inestabilidad genética
estromal en la generacién de neoplasias intraepitelia-
les y progresion del cancer de cuello uterino.
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