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CCoonn  aammoorr    yy  aaggrraaddeecciimmiieennttoo  ddeeddiiccoo  eessttee  ttrraabbaajjoo  aa  mmii  qquueerriiddaa  ffaammiilliiaa,,  aa  ttooddooss  yy  ccaaddaa  uunnoo  

ddee  eellllooss..  MMaammáá,,  PPaappáá,,  mmii  aammaaddoo  HHoommeerroo,,  mmiiss  hheerrmmoossooss  hhiijjooss  LLaauurriittaa  yy  AAllaanncciittoo  yy  aa  mmiiss  

hheerrmmaanniittooss  CChheennttee    yy  LLaalliittoo..    

  

PPeerroo  ssoobbrree  ttooddoo  aa  DDiiooss  qquuee  nnuunnccaa  mmee  hhaa  ddeejjaaddoo  ddee  ssuu  mmaannoo,,  aaúúnn  ccuuaannddoo  llee  ddooyy  mmuucchhaa  

llaattaa,,    ssiieemmpprree  mmee  aayyuuddaa  aa  ssaalliirr  aaddeellaannttee..    

  

¡¡TTooddoo  mmii  aammoorr  ppaarraa  uusstteeddeess!!  
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AAGGRRAADDEECCIIMMIIEENNTTOOSS    

  

GGrraacciiaass  DDiiooss    ppoorr  eessttaa  eettaappaa  ddee  mmii  vviiddaa..  

  

MMee  gguussttaarrííaa  eexxpprreessaarr  mmii  hhuummiillddee  aaggrraaddeecciimmiieennttoo  aa  ttooddaass  llaass  ppeerrssoonnaass  qquuee  hhaann  eessttaaddoo  

ccoonnmmiiggoo  aa  lloo  llaarrggoo  ddee    eessttee  ttrraayyeeccttoo,,  pprriinncciippaallmmeennttee  aa  mmii  ffaammiilliiaa  ppoorr  eell  aappooyyoo  bbrriinnddaaddoo  yy  

ppoorr  ssuu  iinnmmeennssoo  aammoorr..      

  

AA  mmii  HHoommeerriittoo  qquuee  ssiieemmpprree  eessttuuvvoo  aa  mmii  llaaddoo,,  ggrraacciiaass  ppoorr  eessccuucchhaarrmmee,,  ppoorr  ccuuiiddaarrmmee,,  ppoorr  

aanniimmaarrmmee,,  ppoorr  ttooddoo,,  ttuu  hhaass  ssiiddoo  mmii  mmaass  ggrraannddee  aappooyyoo,,  ssiinn  ttii  eessttoo  nnoo  hhuubbiieerraa  ppaassaaddoo,,  llaass  

ppaallaabbrraass  nnoo  eexxpprreessaann  lloo  pprrooffuunnddaammeennttee  aaggrraaddeecciiaa  qquuee  eessttooyy  ccoonnttiiggoo,,  ggrraacciiaass  AAmmoorr..  

  

AA  mmiiss  aammiiggooss  qquuee  ssiieemmpprree  mmee  aayyuuddaarroonn,,  ggrraacciiaass  ppoorr  ssuu  aammiissttaadd,,  eennsseeññaannzzaass,,  CCrriiss,,  NNiiddiiss,,  

PPaauulliiss,,  AAddrriiaannaa,,  TTooññoo,,  GGiill,,  NNaattaann,,  RRuubbéénn..  

  

AAll  DDrr..  JJoosséé  SSeeggoovviiaa  qquuiieenn  mmee  ddiioo  eessttaa  ggrraann  ooppoorrttuunniiddaadd  ddee  ttrraabbaajjaarr  eenn  ssuu  llaabboorraattoorriioo  yy  

aapprreennddeerr  nnuueevvaass  ccoossaass,,  eessttooyy  pprrooffuunnddaammeennttee  aaggrraaddeecciiddaa  ppoorr  eelllloo..  CCaaddaa  ddííaa  qquuee  ppaassee  eenn  

eessttee  llaabboorraattoorriioo  ffuuee  uunn  ssuueeññoo  hheecchhoo  rreeaalliiddaadd  ppaarraa  mmíí,,  hhaa  ssiiddoo  llaa  eexxppeerriieenncciiaa  mmááss  

mmaarraavviilllloossaa  ddee  mmii  vviiddaa  aaccaaddéémmiiccaa..    

  

AAll  DDrr..  RRaanniieerr  yy  aall  DDrr..  TTeerrrróónn  ppoorr  ssuuss  vvaalliioossooss  ccoommeennttaarriiooss  yy  ccoorrrreecccciioonneess  qquuee  mmee  

ppeerrmmiittiieerroonn  eennrriiqquueecceerr  mmii  ttrraabbaajjoo  yy  aammpplliiaarr  mmii  vviissiióónn..  GGrraacciiaass  ppoorr  ssuuss  eennsseeññaannzzaass..  

  

AAggrraaddeezzccoo  ttaammbbiiéénn  aall  aappooyyoo  eeccoonnóómmiiccoo  qquuee  mmee  oottoorrggoo  eell  CCoonnsseejjoo  NNaacciioonnaall  ddee  CCiieenncciiaa  yy  

TTeeccnnoollooggííaa  aa  ttrraavvééss  ddee  llaa  bbeeccaa  ddee  aappooyyoo  aa  eessttuuddiiooss  ddee  ppoossggrraaddoo..  

  

  

GGrraacciiaass  aa  ttooddooss..  

LLaauurraa  

  

  



4  

 

ÍÍ  NN  DD  II  CC  EE  

  

LLiissttaa  ddee  aabbrreevviiaattuurraass                                    0066  

RReessuummeenn                                            0077  

AAbbssttrraacc                                            0088  

IInnttrroodduucccciióónn  

EEll    cciicclloo  cceelluullaarr                                    0099  

EEll  ccáánncceerr                                        1111  

GGaass11  ((GGrroowwtthh  AArrrreesstt  SSppeecciiffiicc  11))                          1144  

EEssttrruuccttuurraa  ddee  GGaass11                                  1155  

GGaass11  yy  llaa  vvííaa  ddee  sseeññaalliizzaacciióónn  iinndduucciiddaa  ppoorr  GGDDNNFF                1199  

LLaa  ffuunncciióónn  ddee  GGaass11  ccoonn  llaa  vvííaa  ddee  sseeññaalliizzaacciióónn  iinndduucciiddaa  ppoorr  ddaa  ppoorr  SShhhh    2200  

EEll  eeffeeccttoo  ddee  llaa  ssoobbrree--eexxpprreessiióónn  ddee  ggaass11                      2211  

PPII33KK,,  PPTTEENN  yy  AAKKTT                                  2222  

  

JJuussttiiffiiccaacciióónn                                            2255  

HHiippóótteessiiss                                            2255  

OObbjjeettiivvoo  ggeenneerraall                                        2255  

OObbjjeettiivvooss  eessppeeccííffiiccooss                                    2255  

  

MMééttooddooss  

CCuullttiivvoo  ddee  llaa  llíínneeaa  cceelluullaarr  SSHH--SSYY55YY                        2277  

TTrraannssffeecccciióónn                                      2277  

SSoobbrree--eexxpprreessiióónn  ddee  ggaass11                              2288  

SSiilleenncciiaammiieennttoo  ddee  pptteenn                                3300  

SSoobbrree--eexxpprreessiióónn  ddee  ggaass11  yy  ssiilleenncciiaammiieennttoo  ddee  pptteenn                3300  

RRTT--PPCCTTRR                                      3300  

WWeesstteerrnn  bblloott                                      3311  

VViiaabbiilliiddaadd  cceelllluullaarr                                  3322  

  

RReessuullttaaddooss  

CCaarraacctteerriizzaacciióónn  ddee  ccéélluullaass  SSHH--SSYY55YY  eenn  ccoonnddiicciioonneess  bbaassaalleess          3344  

SSoobbrree--eexxpprreessiióónn  ddee  ggaass11                              3377  

KKnnoocckkddwwoonn  ddee  pptteenn  ccoonn  ssiiRRNNAA  PPTTEENN                        3377  



5  

 

SSoobbrree--eexxpprreessiióónn  ddee  ggaass11  yy  ssiilleenncciiaammiieennttoo  ddee    pptteenn              3388  

EEffeeccttoo  ddee  GGaass11  eenn  pprreesseenncciiaa  ddee  PPTTEENN  ssoobbrree  llaa  VViiaabbiilliiddaadd  cceelluullaarr      3399  

EEffeeccttoo  ddee  GGaass11  eenn  aauusseenncciiaa  ddee  PPTTEENN,,  ssoobbrree  llaa  vviiaabbiilliiddaadd  cceelluullaarr      4400  

  

DDiissccuussiióónn                                        4433  

CCoonncclluussiióónn                                        4455  

RReeffeerreenncciiaass                                          4466  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



6  

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

AKT : Proteína de cinasa de serinas y treoninas involucrada en proceso de supervivencia, 

diferenciación y  proliferación.   

gas1 : Gen de arresto especifico de crecimiento, que corresponde a sus siglas en inglés de  Growth 

arrest specific 1.  Escrito en letra minúscula cursiva, se refiere al gen. 

Gas1: Proteína de arresto especifico de crecimiento, que corresponde a  sus siglas en inglés de 

Growth arrest specific 1. Escrito con la primera letra en mayúscula sin cursiva, se refiera a la 

proteína. 

GDNF: Factor neurotrófico derivado de células gliales.  

GFLs :  Ligandos de la familia de GDNF.  

GFR´s: Receptores para los ligandos de la familia de GDNF.  

GPI: Glicosil fosfatidil inositol.  

PIP2: Fosfatidilinositol 3,4-bisfofato. 

PIP3: Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato. 

pten : Gen del Homologo de fosfatasa y tensina deletada en el cromosoma 10. Escrito en letra 

minúscula cursiva, se refiere al gen. 

PTEN: Proteína de Homologa de fosfatasa y tensina deletada en el cromosoma 10. Escrito  todo 

con mayúsculas, se refiere a la proteína. 

RET: Receptor de tirosina cinasa RET 

Shh : Proteína  de Sonic hedgehog 

siRNA : De las siglas en inglés “Small interfering RNA”, que significan  pequeño RNA de 

interferencia.  

KKnnoocckk--ddwwoonn ::  SSee  rreeffiieerree  aa  llaa  rreedduucccciióónn de la expresión de un gen  mediante el bloqueo de la 

transcripción. 

KKnnoocckk--oouutt: Se refiere a la eliminación total de un gen específico. 

Cdk : Proteína de cinasa dependiente de ciclina. 
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RESUMEN 

 

Gas1 (Growth Arrest Specific1) promueve arresto del ciclo celular y apoptosis mediante la 

disminución en la auto-fosforilación de la tirosina 1062 de RET (receptor de tirosina cinasa), lo que 

no permite que PI3K genere el segundo mensajero PIP3 que es necesario para la activación y 

función de AKT. La cual es una cinasa que esta involucrada en procesos de supervivencia, 

proliferación y diferenciación, pero que en enfermedades como el cáncer se encuentra altamente 

activa. Por otro lado se encuentra PTEN, que es una fosfatasa para lípidos que antagoniza la 

función de PI3K, regulando a la baja la presencia de PIP3, por lo cual, tanto Gas1 como PTEN 

intervienen río arriba y río abajo respectivamente sobre la misma cascada de señalización para 

reducir la activación de AKT, con lo que disminuye la viabilidad celular. Sin embargo esto no ha 

sido demostrado funcionalmente. Por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto 

funcional de Gas1 en presencia de PTEN, así como en ausencia de PTEN sobre la viabilidad 

celular. Para ello nosotros usamos células SH-SY5Y (neuroblastoma humano) que expresan un 

pten endógeno  y no expresan a gas1 en condiciones de proliferación. Para evaluar esto se sobre-

expreso a gas1 mediante el uso de un vector plasmídico  y se redujo la expresión de pten mediante 

el uso de un siRNA. Fue posible observar que Gas1 ocasionó la reducción de la viabilidad celular 

en comparación con los grupos controles. Nosotros observamos que cuando Gas1 actúa en 

ausencia de PTEN, el efecto es menor comparado con las células que cuentan con Gas1 y PTEN 

funcional, esto porque la ausencia de PTEN incrementa notablemente la viabilidad celular y la  

función de Gas1 se ve reducida en ausencia de PTEN. De acuerdo a los resultados obtenidos en 

este estudio concluimos que existe una cooperación entre Gas1 y PTEN para disminuir la 

viabilidad celular en las células SH-SY5Y. Esto permitirá el desarrollo de nuevas estrategias en 

terapia génica para el tratamiento de enfermedades como el cáncer. 
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ABSTRACT  

 

Gas1 (Growth Arrest Specific1) promotes cell cycle arrest and apoptosis by reducing the auto-

phosphorylation of RET in tyrosine 1062 (receptor tyrosine kinase), which does not allow PI3K 

generate the second messenger PIP3 which is necessary for the activation and function of AKT. A 

kinase involved in processes of survival, proliferation, differentiation, and highly active in diseases 

such as cancer. On the other hand PTEN, a lipid phosphatase that antagonize PI3K, thereby 

decreasing the presence of PIP3, so both Gas1 and PTEN are involved upstream and downstream, 

in the same signaling cascade respectively, and regulating AKT, thus decreasing cell viability. 

However, this has not been demonstrated functionally. Thus the aim of this study was to evaluate 

the functional effect of Gas1 both in the presence of PTEN, and in its absence of PTEN on cell 

viability. For this we used SH-SY5Y cells (human neuroblastoma) that expressed funtional PTEN 

endogenous and do not expressed Gas1 in condition proliferation. To assess this, we over-

expressed Gas1 by using a plasmid vector and reduced PTEN expression using a siRNA. It was 

possible to observe that Gas1 expression resulted in the reduction of cellular viability compared 

whit control groups. We also observed that when Gas1 acts in the absence of PTEN, the effect is 

minor compared whit cells in which has Gas1 and PTEN are functional, thus the absence PTEN 

significantly increases cell viability and function of Gas1 is reduced in the absence of PTEN. 

According to the results obtained in this study we conclude that there is cooperation between Gas1 

and PTEN to decrease cell viability in SH-SY5Y cells. This will allow the development of new 

strategies in gene therapy for the treatment of diseases such as cancer. 
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IINNTTRROODDUUCCCCIIÓÓNN                        

 

El ciclo celular 

El ciclo celular es un conjunto ordenado de eventos que conducen al crecimiento de la célula. La 

división de la célula en dos células hijas es un proceso ordenado que requiere de las etapas G1, S, 

G2 y M. A las células que se encuentran dentro del ciclo celular se les  denominan “proliferantes”, 

mientras que aquellas que permanecen en la fase G0 se les  llama “quiescentes”.   

En una breve descripción podemos decir que durante la fase G1 las estructuras citoplasmáticas 

aumentan en número. En la fase S los cromosomas se replican. En la fase G2; comienza la 

condensación de los cromosomas así como el ensamblado de las estructuras especiales 

requeridas para la mitosis y la citocinesis. Durante la mitosis los cromosomas duplicados son 

distribuidos entre los dos núcleos hijos. Finalmente, en la citocinesis el citoplasma se divide 

separando a la célula madre en dos células hijas. En la Figura 1 se observan las diferentes fases 

del ciclo celular así como los eventos que ocurren durante cada fase (Biología-Helena Curtis 6ªEd). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Fases del ciclo celular. El ciclo celular esta compuesto por dos fases de crecimiento. La 

síntesis de material genético y la división celular. Para que una célula se pueda dividir debe pasa por 

varias fases; desde la G1, S, G2  para finalmente poder dividirse. Durante las diferentes fases la célula 
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experimenta múltiples cambios, los cuales le permite asegurar que la célula hija contenga los mismos 

componentes que la célula madre.  Figura tomada de http://preujct.cl/biologia/curtis/inicio.htm 

El ciclo celular es finamente regulado en el tiempo y es un proceso que involucra la interacción de 

diversos factores que incluyen los niveles de nutrimentos, la temperatura y el pH, entre otros. 

Cambios en estos factores pueden hacer que las células detengan su crecimiento y/o su división; 

en los organismos multicelulares el contacto de células contiguas detiene su crecimiento.  

En cierto momento del ciclo celular, la célula “decide” si va a dividirse o no. Cuando las células 

normales cesan su crecimiento por diversos factores, se detienen en un punto tardío de la fase G1. 

Como se muestra en la Figura 2, el punto de restricción “R” es el primer punto de control del ciclo 

celular. En algunos casos, antes de alcanzar el punto R las células pasan de la fase G1 a un estado 

especial de reposo llamado G0, en el cual pueden permanecer durante días, semanas o años. Una 

vez que las células sobrepasan el punto R éstas siguen necesariamente a través del resto de las 

fases del ciclo para después dividirse (Biología-Helena Curtis 6ªEd). 

La fase G1 se completa rápidamente y en la fase S comienza la síntesis de DNA e histonas. Existe 

otro mecanismo de control durante el proceso mismo de duplicación del material genético siendo 

en la  fase S en la que se asegura que la duplicación ocurra sólo una vez por cada ciclo. Luego, la 

célula entra en la fase G2 del ciclo en la que existe un segundo punto de control donde la célula 

“evalúa” si está preparada para entrar en mitosis. Este proceso representa un mecanismo de 

seguridad que garantiza que solamente entren en mitosis aquellas células que hayan completado 

la duplicación de su material genético (Pollard & Earnshaw/Cell Biology 2ª Ed). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.  Puntos de revisión. El ciclo 

celular está finamente regulado mediante 

cascadas de fosforilación y desfosforila-ción 

de proteínas clave. Figura tomada de 

 
http://preujct.cl/biologia/curtis/inicio.ht
m 
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El paso de la célula a través del punto R depende de la integración del conjunto de señales 

externas e internas que recibe. El sistema de control del ciclo celular está basado en dos tipos de 

familias de proteínas clave: las ciclinas y las proteínas cinasas dependientes de ciclinas (Cdk), las 

cuales responden al citado conjunto de señales (véase la Figura 2; Biología-Helena Curtis 6ªEd,/ 

Pollard & Earnshaw/Cell Biology 2ª Ed). 

 

El cáncer 

La  regulación del ciclo celular es crítica para el desarrollo normal de los organismos multicelulares. 

La pérdida del control en última instancia conduce al cáncer, una enfermedad que causa la muerte 

a una de cada seis personas en el mundo. Las cifras estimadas por organizaciones mundiales 

como la OMS, indican que a nivel mundial se le atribuyen 7,6 millones de defunciones ocurridas en 

2008 (aproximadamente, un 13% del total de la población mundial). 

Como se muestra en la taba 1 y 2, el cáncer afecta a personas de todo el mundo. De acuerdo a los 

datos reportados por Agencia internacional de investigación del cáncer los lugares con más 

incidencia y mortalidad hasta el momento son; Europa central, África, América central y las 

regiones con bajo desarrollo.  

Las proporciones de la  incidencia entre los países desarrollados respecto a las regiones en 

desarrollo son; 1,8 en hombres y 1,6 en mujeres. Mientras que en la misma proporción, la tasa de 

mortalidad es mucho más baja;  1,2 para hombres y casi 1,0 en las mujeres. Las mujeres que viven 

en el África tienen el mismo riesgo de morir de cáncer que las mujeres que viven en Europa 

Central y Oriental. Sin embargo, un factor determinante, es la detección temprana del cáncer  así 

como el acceso a los sistemas de salud y los tratamientos disponibles. 

En los países desarrollados, el cáncer de próstata, mama y colorectal se asocian con una 

supervivencia bastante alta. Mientras que el cáncer de hígado, estómago y esófago tienen un  peor 

pronóstico, siendo más comunes en las regiones menos desarrolladas. 
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Tabla 1.- Incidencia y mortalidad de cáncer mundial 2008. 

 

 

 
 

http://globocan.iarc.fr/factsheets/cancers/all.asp 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Número estimado (en miles)  Hombres  Mujeres  Ambos s exos  

Casos  Muertes  Casos  Muertes  Casos  Muertes  

Mundial  6617 4219 6044 3345 12661 7564 

Regiones más desarrolladas  2964 1522 2591 1222 5555 2744 

Las regiones menos 

desarrolladas  
3653 2697 3453 2122 7106 4819 

OMS África (AFRO)  253 209 318 226 571 435 

OMS región de las Américas 

(OPS)  
1276 611 1233 568 2509 1179 

OMS del Mediterráneo Oriental 

región (EMRO)  
214 169 214 144 428 313 

OMS región de Europa (EURO)  1812 1038 1610 822 3422 1860 

OMS Sur de Asia Sudoriental 

(SEARO)  
742 567 910 565 1652 1132 

Región del Pacífico Occidental 

(WPRO)  
2316 1621 1755 1016 4071 2637 
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Tabla 2.- Incidencia y mortalidad de Cáncer a nivel mundial 2008 

 

 

 

 

http://globocan.iarc.fr/factsheets/cancers/all.asp 
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Las células cancerosas tienen una elevada tasa de proliferación con una división más allá de los 

límites normales, causando invasión del tejido circundante y a veces metástasis. Estas alteraciones 

genéticas dan como resultado cambios en el  crecimiento y supervivencia de las células de forma 

descontrolada. Los genes identificados en estas implicaciones han sido clasificados como 

oncogenes, los cuales se activan para promover la malignidad. Mientras que los supresores de 

tumores al estar inactivos o suprimidos permiten la transformación celular.  

Se sabe que las células normales al tener contacto con células vecinas,  inhiben su reproducción 

para no invadir tejidos, pero las células malignas no tienen este freno. Estas propiedades 

diferencian a los tumores malignos de los benignos ya que usualmente los tumores benignos no 

invaden ni producen metástasis. 

Las investigaciones realizadas han identificado numerosos genes que regulan estos procesos que 

son la base del diseño de fármacos o terapias utilizadas. En nuestro laboratorio, trabajamos con 

Gas1 para el diseño de terapias génicas que permitan inducir tanto la detención del ciclo celular 

como la apoptosis en células cancerosas.  

 

 

Gas1 (Growth Arrest Specific 1) 

 

Scheider & colaboradores en 1988 aislaron un grupo de genes que se expresaban específicamente 

en la fase G0 del ciclo celular en células de fibroblasto de ratón NIH3T3, a los cuales llamaron 

genes específicos de arresto de crecimiento  o  gas  (Growth Arrest Specific).   Hasta el 

momento se conocen al menos 9 de ellos. Como se puede ver en la Figura 3, existen varios genes 

de gas, los cuales van de gas1 hasta gas9.  Estos genes están involucrados en diferentes 

procesos celulares como diferenciación, apoptosis, arresto celular, así como la re-entrada al ciclo 

celular. 

El gen de gas1  está involucrado en procesos del mantenimiento del arresto de crecimiento celular 

y apoptosis, regulando el ciclo celular de manera negativa previniendo la síntesis de DNA así como 

la entrada a la fase S del ciclo celular (Del Sal et al., 1992). 
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Figura 3.  Implicación de los genes de gas  en varios procesos biológicos. Los genes de gas se 

expresan durante la fase G0. Hasta el momento se conocen a 9 de ellos, los cuales están implicados en 

diferentes procesos biológicos tales como; apoptosis, diferenciación, mantenimiento del arresto del 

crecimiento y re-entada al ciclo celular. Figura tomada de Lih, C.J., Lin Chao, S. 1996 / You  JJ, Lin 

Chao., 2010 

 

 

 

Estructura de Gas1 

El gen gas1 codifica para la proteína Gas1 que tiene un peso de 37 kDa, se encuentra insertada en 

la cara externa de la membrana celular a través de un ancla de glicosil-fosfatidil-inositol (Stebel et 

al., 2000). Esta proteína muestra una alta similitud estructural con los GFRα1 de casi un 25 %. En 

la Figura 4 se muestra un modelo de la similitud del dominio D-N de Gas1 con  GFRα1  (Schueler-

Furman et al., 2006).  
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Figura 4. Modelo estructural del dominio D-N de GAS 1. El modelo (naranja) muestra superpuesto la 

estructura de Gas1 con GFRα1 (verde). Tomado del artículo de Schueler-Furman et al., 2006 

 

 

 

A través del programa ProtoNet 4.0 se encontró que Gas1 muestra una similitud significativa con 

GFRα1-4 en aves, roedores y primates. En la Figura 5, se muestra una representación del dominio 

principal de Gas1 y GFRα, que tienen una similitud del 20 al 25% que corresponde alrededor de  

120-150 aminoácidos. La estructura secundaria de Gas1 está conformada por α-hélices y una 

extensa región carboxilo terminal. También se encontró que Gas1 muestra el mismo plegamiento 

que el dominio D3 de GFRα1 de rata (Schueler-Furman et al., 2006) 
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Figura 5. Representación del dominio principal de G as1 y GFR αααα. a) La flecha indica el sitio aceptor de 

serina para el ancla de glicosil-fosfatidilinositol (GPI). El extremo N-terminal  con el péptido señal se muestra 

en color morado. La organización de los cinco puentes disulfuro se muestran en función de la estructura que 

se extiende en el dominio D3 de GFRα1 (AP código 1q8d).  (b) la alineación de secuencias múltiples de los 

dominios D2 y D3 de rata GFRα4 y D-N y D-C de ratón de Gas1. Los dominios N-terminal (-N) (indicados en 

azul a la izquierda) y los dominios C-terminal (-C) (indicado en gris)  están alineados a la izquierda. Residuos 

clave en el dominio D2 de la rata GFRα1 que han demostrado por mutagénesis en la línea celular, el factor 

neurotrófico derivado de la glía (GDNF) que se une a GFRα1 están marcadas por círculos grises y  

triángulos. Los residuos que son específicos para la cinasa RET que dependen de la interacción están 

marcados con símbolos azules (círculo  y triángulo) por encima de la secuencia.  El subconjunto de los 

residuos cruciales que son idénticos en los dominios D2 de GFRα4 y GFRα1 (Phe213, Arg224 y Arg225) se 

muestran en negrita. Los residuos subrayados son los amino ácidos clave involucrados en la unión a GDNF- 

GFRα1 que fueron detectados por Wang et al.  Residuos conservados de cisteína se muestran en blanco 

sobre un fondo rojo. Cisternas que no están totalmente alineadas, pero se espera que participen en los 

puentes disulfuro se muestran en negrita. Los diez cisteínas que forman los cinco puentes disulfuro están 

marcados con los números correspondientes. Tomado del artículo de Schueler-Furman et al., 2006 
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Los ligandos de los GFRα son los GFLs, que incluyen al factor neurotrófico derivado de la glía 

(GDNF), neurturina (NRTN), artemina (ARTN) y persefina (PSPN).  Estos interaccionan con los 

receptores GFR1α, GFR2α, GFR3α y GFR4α.  En la Figura  6 se puede observar esta  especificidad de 

acuerdo a su receptor. El GDNF y NRTN pueden interaccionar con GFRα1 y GFRα2,  ARTN con 

GFRα1 y GFRα3. Mientras que PSPN interactúa solo con GFRα4. Los GFRα generalmente, están 

unidos a la membrana por un ancla GPI, pero pueden producirse formas solubles por el corte de 

una fosfolipasa o proteasa desconocida. En experimentos que se  usaron proteínas purificadas o 

proteínas sobre expresadas en líneas celulares, se demostró que RET (es receptor 

transmembranal que contiene 4 repeticiones parecidas a E-cadherina en el dominio extracelular y 

un dominio tirosina cinasa intracelular)  y los GFRα pueden asociarse con baja afinidad en 

ausencia de ligando. En presencia de RET la especificidad de unión al ligando de los receptores 

GFRα  se amplía, lo que les permite interactuar con diferentes  ligandos de la familia GDNF  

(Rizaldy P. Scott,  Carlos F. Ibáñez 2001) 

 

 

 

 

Figura 6.  Ligandos de la familia de GDNF con sus 

receptores GFR αααα El ligando GDNF se une a su receptor 

GFRα1 permitiendo que RET se  reclute a las balsas 

lipídicas, desencadenando la señalización para activar a 

AKT. Gas1 interfiere con esta vía de señalización 

llevando las células al arresto del crecimiento y 

apoptosis. Tomado del artículo de Schueler-Furman et 

al., 2006 

Una vez formado el complejo entre uno de los ligandos (Figura 6) como el GDNF y su correceptor 

GFRα1 RET es atraído a las balsas lipídicas (Figura 7), lo que promueve su dimerización 

produciendo un cambio interno transformacional que auto-fosforila los sitios de tirosina de RET. 

Entre los sitios más importantes se encuentra la tirosina 1062, con lo que se activan las cascadas 

por la señalización de PI3K, AKT entre otras (Airaksinen et al., 2002, Saavedra et al., 2008 / Charis 

Eng, 2010  RET Proto-Oncogene in the Development of Human Cancer).   
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Gas1 y la vía de señalización inducida por GDNF 

Se ha sugerido que Gas1 puede unirse a RET de manera dependiente del ligando y ser 

secuestrarlo en las balsas lípidicas alterando la señalización río abajo (Cabrera et al., 2006). En la 

Figura 7, se muestra un diagrama del efecto observado en las células SH-SY5Y (provenientes de 

un neuroblastoma humano) por acción de gas1, que inhibe la fosforilación de la tirosina 1062 de 

RET en la vía de GDNF. Esto conduce a una disminución en la actividad de AKT y en la 

sobrevivencia celular  (López-Ramírez et al., 2008, Domínguez-Monzón et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Vía de señalización de GDNF/GFR -

Gas1. GDNF se une a su ligando GFRα Este 

complejo atrae a RET a las balsas lipídicas. RET 

se dimeriza y sufre un cambio transformacional 

que permite la autofosforilación de sus sitios de 

tirosina (Y1062). Activando a PI3K, que a su vez, 

promueve la activación de AKT. Llevando a la 

célula a procesos de proliferación y supervivencia 

celular. Gas1 interviene en esta vía de 

señalización, disminuyendo la fosforilación de la 

tirosina 1062 de RET. Lo que reduce la  activación 

de AKT, conduciendo la célula a procesos de 

apoptosis. Figura tomada de Domínguez-

Monzón et al., 2006. 
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La función de Gas1 con la vía de señalización induc ida por Sonic Hedgehog 

Ha sido reportado que Gas1 interactúa con la vía de señalización mediada por Sonic Hedgehog 

(Shh). Aunque inicialmente se pensó como una relación antagonista (C.S. Lee et al., 2001) más 

recientemente se ha visto como una acción cooperativa entre estas dos moléculas durante el 

desarrollo (Allen et al., 2007; Martinelli and Fan, 2007a).  

La vía de señalización de Sonic Hedgehog / Gli (Shh-Gli) es esencial para el desarrollo del sistema 

nervioso ya que se ha asociado con el origen y  progresión de diferentes tumores  (Wetmore,2003; 

Ruiz i Altaba et al., 2004; Sotelo, 2004; Ingham and Placzek, 2006; Arsic et al., 2007; Chari and 

McDonnell, 2007).   

En la Figura 8, se muestra un diagrama de la participación de Gas1 con la vía de Sonic Hedgehog 

(Shh).  Como primer instancia se sabe  que Shh se une a su receptor Ptch, esta unión libera a Smo 

de la inhibición constitutiva de Ptch, entonces Gli promueve la transcripción de genes involucrados 

en el desarrollo y otros procesos (Martinelli et al., 2007). Los niveles de Shh en la membrana son 

controlados por la regulación a nivel transcripcional por  retroalimentación negativa de Ptch1 y 

Hip1, así como la regulación positiva por parte de Cdo y Boc. En esta vía de señalización la función 

de Gas1 es mantener a Shh sobre Ptch, potenciando de esta manera la señalización mediada por 

Shh. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Participación de Gas1 en la vía de 

señalización de Shh/Gli.   Gas1 mantiene a Shh 

sobre Pich, potenciando la señalización mediada por 

Shh.  
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El efecto de la sobre expresión de gas1  

Se ha visto que en cultivos celulares, la sobreexpresión de gas1 inhibe a síntesis de DNA durante 

el cambio de la fases G0/S (Benítez et al., 2007/ Del Salt et al., 1992/ Domínguez Monzón et al., 

2009). Arresta la proliferación en diversas líneas celulares como; NIH3T3 (Evdokiou & Cowled 

1998a), adenocarcionma pulmonar (Evdokiou & Cowled 1998b), gloima murino (Benítez et al., 

2007 / Zamorano et al., 2003), y cultivos primarios de glioma humano (Domínguez-Monzón et al.,. 

2009). 

En cultivos de hipocampo, neuroblastoma y gliomas induce  muerte celular por apoptosis   (Benítez 

et al., 2007 / Zamorano et al., 2003 / Domínguez-Monzón et al., 2009). También se ha demostrado 

que la sobre expresión de gas1 en las líneas celulares del glioma, induce la apoptosis por 

activación de la caspasa-3 (Zamorano et al., 2003). 

También se ha demostrado que la sobre-expresión de gas1 sin el ancla de GPI conserva su efecto, 

actuando de forma autocrína en la célula que lo producen y de forma parácrina en células 

adyacentes. Esto gracias a que la forma “truncada” puede ser secretada por las células que lo 

sobre-expresan (López Ornelas et al.  2011). 

Por otro lado, Gas1 se expresa en varios órganos durante la embriogénesis. En el ratón se ha visto 

que se expresa en  cerebro, corazón, riñón, extremidades, pulmón  y gónadas.  En las células de 

las extremidades, Gas1 promueve la muerte interdigital en los embriones murinos (Lee et al., 

2001b).   

Los ratones Knockout de Gas1 (gas1-/-) tienen un cerebro  maduro que es de la mitad del tamaño 

normal debido a una reducción  en el numero de células granulares y glia  de Bergman  (Liu et al., 

2001). Estos ratones además muestran microftalmia, transdiferenciación del epitelio pigmentado de 

la retina ventral (lee et al 2001a)  así como defectos cráneo encefálicos (Seppala et al., 2007).   

Los ratones  mutantes para gas1 y shh muestran defectos aún mas marcados en el fenotipo que 

cada uno mantiene de forma individual, debido a la  relación de Gas1 con la vía de señalización 

mediada por Shh (Martinelli y Fan 2007a).  Por lo anterior, se puede apreciar que Gas1 tiene un 

papel importante en el desarrollo de mamíferos. 

Dado que la disminución en la expresión de Gas1 se ha correlacionado con la malignidad de 

cáncer de próstata, tiroides (Bettuzzi et al., 2000 / Huang et al ., 2001 / Rizzi et al., 2008),  
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recurrencia en el cáncer colorrectal (Zheng Jiang MD et al 2010),) y de cáncer gástrico, se ha 

considerado que Gas1 puede actuar como un supresor de tumores. Otro reporte indicó que la 

supresión de Gas1 en cáncer gástrico, promueve la resistencia a la quimioterapia con Epirubicina 

(Zao et al., 2009). 

 

 

PI3K, PTEN y AKT 

Como se había mencionado en la Figura 7, PI3K (cinasa de fosfatilinositol de membrana) es 

importante para la activación de AKT, ya que se activa mediante señales generadas por receptores 

como RET (receptor de tirosina cinasa) lo que desencadena una serie de eventos que permiten a 

PI3K fosforilar el PIP2 (fosfatidilinositol 3,4-bisfofato) en la posición 3  transformandolo en PIP3 

(fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato). Tal como se ilustra en las Figuras  10 y 11, el PIP3· resultante es 

el segundo mensajero que permite el reclutamiento de AKT a la membrana plasmática para que 

posteriormente pueda ser activada por PDK1 y PDK2 en dos sitios específicos: Thr-308 y Ser-473, 

respectivamente. Una vez que AKT es activada, se desprende de la membrana para fosforilar a 

sus proteínas blancos implicadas en la proliferación y supervivencia celular. En condiciones 

patológicas como el cáncer, AKT se encuentra altamente activa. 

Por otro lado se encuentra PTEN (fosfatasa para lípidos) que antagoniza la función de PI3K, 

llevando el PIP3 a PIP2. Esto le permite regular la presencia de PIP3 en la membrana 

citoplasmática, con lo que ayuda a disminuir la activación de AKT. Esto se ilustra en la Figura 9 y 

10 (Pollard & Earnshaw/Cell Biology 2ª Ed). 
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Figura 9.  Ciclo de PIP3 mediado por PI3K y PTEN.   El fosfolípido PIP2 es fosforilado en la posición 3 por 

PI3K, convirtiéndolo en PIP3.  PTEN antagoniza la función de PI3K al desfosfolilar el PIP3 en la posición 3 

para regresarlo a PIP2. Tomado de Nature reviews, Cancer, Vol 2, July 2002,  pp 489 

 

 

 
Figura 10. Vía clásica de PTEN. La unión del ligando al receptor desencadena una señal que le permite a 

PI3K generar PIP3. El cual es necesario para que AKT sea reclutada a la membrana. AKT es activada por 

PDK1 y PDK2 con lo que puede realizar funciones relacionadas con supervivencia e  inhibición de apoptosis. 

La función de PTEN es transformar el PIP3  a PIP2 con lo que se inhibe la activación de  AKT. Tomado de 

Sarah M. et al. 2007 Journal of Cell Science 121, 2 49-253 
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El gen de pten, es considerado uno de los más importantes supresor de tumores al inhibir la vía de 

señalización de PI3K/AKT  (George L. Metter, 2001). Un mal funcionamiento de PTEN puede 

deberse a deleciones homologas o mecanismos de mutaciones tal como ocurre en  varios tipos de 

canceres. Algunos ejemplos se muestran en la tabla 3.y 4. 

 

Tabla 3.  Resumen de mutaciones de pten en líneas celulares tumorales y tumores primarios. 

 

Tomado de Jing Li et al., 1997 / Science,  vol. 275,  28 1997 

 

 

Tabla 4.  Deleciones y mutaciones esporádicas en diferentes tipos de tumores. 

 

Tomado de Multer, 2001/American Journal of Pathology, Vol. 158, No. 6, June 2001  
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Justificación 

Las terapias disponibles contra el cáncer son solo parcialmente eficaces y muy agresivas, por lo 

que es necesario desarrollar tratamientos más efectivos. 

 

Hipótesis 

Gas1 coopera con PTEN de forma positiva disminuyendo la viabilidad celular ya que ambos 

intervienen regulando la disponibilidad de PIP3 en la membrana citoplasmática río arriba y río 

abajo, respectivamente. Por tanto, la acción cooperativa de Gas1 y PTEN produce una disminución 

mayor de la viabilidad celular, con respecto de la acción individual de Gas1 (en ausencia de PTEN) 

(véase la Figura 11). 

 

Objetivo general 

Investigar el efecto fisiológico de la función de Gas1 en células SH-SY5Y en presencia de PTEN 

así en ausencia de PTEN sobre la viabilidad celular. 

 

Objetivos específicos 

Determinar el estado inicial del mRNA de gas1 y pten, así como las proteínas de Gas1, PTEN y 

AKT en condiciones de proliferación.  

Sobre-expresar a gas1 y analizar su efecto sobre la viabilidad celular. 

Analizar el efecto de silenciar a pten sobre la viabilidad celular.  

Evaluar el efecto de sobre-expresar a gas1 y de silenciar a pten simultáneamente sobre la 

viabilidad celular. 
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Figura 11.  Hipótesis de la cooperación de Gas1 y P TEN para disminuir la viabilidad celular. 

Debido a que Gas1 tiene cierta homología con la estructura de los GFRα puede actuar río arriba, al disminuir 

la fosforilación de la tirosina 1062 de RET no permite que PI3K genere el PIP3 necesario para la activación 

de AKT, llevando la señalización celular a procesos de apoptosis. Por su parte PTEN actúa río abajo 

antagonizando la función de PI3K disminuyendo el PIP3 en la membrana citoplasmatica, con lo que se frena 

la activación de AKT. Por lo que es plausible que Gas1 y PTEN cooperan en la disminución de la viabilidad 

celular.  
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MÉTODOS 

Cultivo de la línea celular SH-SY5Y 

Se utilizaron células SH-SY5Y derivadas de neuroblastoma humano, se muestra una imagen 

representativa de la morfología en la Figura 12. Estas fueron crecidas en el medio modificado de 

Dulbecco de alta glucosa (Dulbecco’s modified Eagle medium High-Glucose Invitrogen), 

enriquecidas con 10% de suero fetal de bovino (SFB-Invitrogen), aminoácidos esenciales (Sigma 

Aldrich), 1% penicilina/estreptomicina al 1% (P/E Invitrogen) a 37° C con ambiente de 0.5% de CO 2 

en ambiente húmedo. En la Figura  13 se muestra una foto representativa de la morfología de las 

células. 

 

 

Figura 12. Foto representativa de la morfología de las células SH-SY5Y, tomadas de la página de ATCC. 

 

 

Transfección 

El proceso de transfección consiste en la introducción de material genético externo en células 

eucariotas mediante plásmidos, vectores u otras herramientas. Existen varias formas de llevar a 

cabo dicho proceso incluyendo métodos químicos que propician la formación de agregados, 

choque osmótico, electroporación o el uso de lípidos catiónicos, donde el complejo tiene afinidad 

por la membrana de tal forma que la incorporación de liposomas permiten la entrada del DNA o 

RNA al citosol de la célula. 
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La introducción de un plásmido que contiene la secuencia codificante (CDS) de una proteína de 

interés, bajo el control de un promotor (constitutivo, regulado) permite la producción de la proteína 

deseada, que puede estar o no etiquetada, o bien acompañada de un gen reportero tal como la 

proteína verde fluorescente (green fluorescent protein; GFP) lo que permite observar la expresión 

del gen de interés.  En este trabajo, se utilizó el vector pAdTrack-CMV/gas1 para sobre-expresar a 

gas1; este vector cuenta también con el transgen de la GFP con lo cual puede observarse la 

eficiencia del proceso de transfección. 

 

Por otro lado, con el fin de disminuir la expresión de un gen se utilizan herramientas como los  

siRNA´s, que son secuencias con una longitud de 20 a 25 nucleótidos altamente específicos que 

interfieren con la expresión del gen respectivo. Los experimentos con siRNA´s deben realizarse 

paralelamente con un siRNA-control, que es una secuencia con una longitud de 20-25 nucleótidos 

no específicos, diseñado como un control negativo que no interfiere con la expresión de ningún 

gen.   

 

En este trabajo se utilizó un siRNA PTEN (Santa Cruz Biotechnology) para disminuir o “silenciar” la 

expresión de pten y un siRNA Control  (Santa Cruz Biotechnology) como control negativo. 

 

 

 

Sobre-expresión de gas1 

 

Para sobre-expresar a gas1 se utilizó el vector pAdTrack-CMV/gas1. Inicialmente este vector se 

amplificó en E. coli DH5α, se realizó el maxi-prep, para luego realizar una digestión con las 

enzimas de restricción Bgl-II y Hind-III con el fin de corroborar la presencia del transgen de gas1, 

en la Figura 15 se observa el mapa del vector que se utilizó así como el lugar donde se cortó con  

las enzimas de restricción así como el gel de la electroforesis del producto de la digestión. 
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   a)             b) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Vector pAdTrack-CMV/ gas1.  En a) se observa el mapa del vector con el transgen de gas1 y  

su promotor CMV, el cual puede ser cortado por las enzimas de restricción Bgl-II y Hind-III. También se 

observa la secuencia de la proteína verde fluorescente GFP con su promotor CMV así como los genes de 

resistencia para Neomicina/Kanamicina y Ampicilina; el vector completo consta de 10093 pb. En b) se 

observa la electroforesis en gel de agarosa al 1%. En el primer carril se encuentra el marcador, después se 

observa el vector sin digestión (WD) seguido por el producto de la digestión del vector con las enzimas Bgl-

II y Hind-III  la fracción de 110 pb que se observa corresponde al transgen de gas1. 

 

 

 

Una vez que se confirmo que el vector podía ser usado, se procedió a realizar los ensayos de 

transfección. Se sembraron 1X106 células en cajas de 60 mm; 24 horas después se transfectaron 

con el plásmido pAdTrack-CMV/gas1 (el cual contiene la secuencia codificante del gen gas1 

humano y por otro lado se empleo como control de la transfección el vector pAdTrack-CMV el cual 

no tiene el transgen de gas1) (Jiménez-Hernández, 2009) empleando lipofectamina 2000 

(Invitrogen). Para esto se utilizaron 8.0 µg de plásmido y 20.0 µl de lipofectamina en 1000 µl de 

OptiMEM (Gibco). Los complejos fueron agregados a las células y posteriormente se incubaron a 

37° C durante 6 horas para luego cambiar el medio.  Las proteínas fueron extraídas 24 horas 

después de la transfección utilizando un buffer de lisis suplementado con inhibidores de proteasas. 

 

1 100 pb  gas1 
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Silenciamiento de pten 

Se sembraron 1X106 células en cajas de 60 mm, 24 hrs posteriores se trasnfectaron con siRNA-

PTEN (Santa Cruz Biotechnology)  (el cual contiene una secuencia codificante para reprimir la 

expresión del gen de pten humano y por otro lado se empleo como control de la transfección el 

siRNA-control (Santa Cruz Biotechnology) el cual no interfiere con la expresión de ningún gen) 

empleando lipofectamina 2000 (Invitrogen), para esto se utilizarón 200 pmol de siRNA PTEN y 10.0 

µl de lipofectamina en 1000 µl de OptiMEM (Gibco), los complejos fueron agregados a las células y 

posteriormente se incubaron a 37°C/6hrs, al finaliz ar este tiempo se les cambio el medio.  Las 

proteínas fueron extraídas 24 hrs post-transfección utilizando un buffer de lisis suplementado con 

inhibidores de proteasas. 

 

Sobre-expresión de gas1  y silenciamiento de pten 

Se sembraron 1X106 células en cajas de 60 mm, 24 hrs posteriores se trasnfectaron de forma 

simultanea con el plásmido pAdTrack-CMV/gas1 más el  siRNA-PTEN empleando lipofectamina 

2000 (Invitrogen), para esto se utilizaron  8.0 µg del plásmido pAdTrack-CMV/gas1 +  200 pmol de 

siRNA-PTEN con 30.0µl de lipofectamina 2000 en 1000 µl de OptiMEM, los complejos fueron 

agregados a las células y posteriormente se incubarón a 37°C/6hrs, al finalizar este tiempo se les 

cambio el medio.  Las proteínas fueron extraídas 24 hrs post-transfección utilizando un buffer de 

lisis suplementado con inhibidores de proteasas. 

 

RT-PCR 

En la RT-PCR el molde inicial es RNA y mediante la retrotranscriptasa se obtiene el cDNA (DNA 

complementario), este cDNA es posteriormente amplificado por PCR. 

La extracción del RNA total de las células se realizó utilizando el protocolo comercial del reactivo 

®Trizol (Invitrogen). Se utilizó M-MLV transcriptasa reversa (Invitirogen) usando OligodT 

(Invitrogen) como iniciador. 
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La PCR fue realizada con Taq polimerasa (Invitrogen) usando para gas1 los iniciadores: 5’-

CTGTGCCTGATGGCGCTGCTGC-3’, 5’-GAGGGCCGAGATGCAGTGACTC-3’, para pten 5’-

TCACGCACGATTTCCC-3’ , 5’-TGGCACCACACCTTCTACA-3’ y para -actina humana 5´TCA-

CGC-ACG-ATT-TCC-C 3´ y 5´TGG-CAC-CAC-ACC-TCC-TAC-A 3´.  

Las condiciones de PCR para gas1  fueron un ciclo a 94ºC por 5 minutos seguido de 35 ciclos 

(94ºC/ 30 seg, 57ºC/ 30 seg y 72ºC/ 30 seg) con un ciclo de extensión final de 72ºC por 10 

minutos, para PCR pten  fueron un ciclo a 94ºC por 5 minutos seguido de 35 ciclos (94ºC/ 30 seg, 

51ºC /30 seg y 72ºC/ 30 seg) con un ciclo de extensión final a 72ºC por 10 minutos, para PCR 

actina  fueron un ciclo a 94ºC por 5 minutos seguido de 35 ciclos (94ºC/ 30 seg, 55ºC/ 30 seg y 

72ºC/ 30 seg) con un ciclo de extensión final a 72ºC por 10 minutos. 

 

Western blot 

La obtención de proteínas totales, se realizó con el uso de un buffer de lisis con inhibidores de 

proteasas. (Tris pH=8 20 mM, NaCl 150mM, Glicerol al 10%, Triton al 1%, EDTA 2mM, PMSF 

1mM, Na3VO4 1mM, Complet 1X, NaF 10 mM)..  

Los extractos protéicos fueron cuantificados por el ensayo de  acido bicinconinico. Se utilizaron 50 

µg de proteína para correr un gel de SDS-PAGE al 12%, las proteínas fueron trasnferidas a una 

membrana de nitrocelulosa (BioRad). Las membranas fueron bloqueadas con una solución al 5% 

de leche libre de grasa, BSA al 1% en PBS-0.05% Tween-20 durante 1h. Posteriormente las 

membranas fueron incubadas con los anticuerpos primarios contra Gas1 (1:200, ProSci) , PTEN 

(1:500 Santa Cruz B.) , AKT (1:5000 Santa Cruz B.) durante toda la noche en cuarto frío. 

Posteriormente se realizó el stripping para después detectar β-actina (1:5000 CINVESTAV-Dr. J.M. 

Hernández).  

Las membranas fueron lavadas con PBS e incubadas por 1 hrs con los anticuerpos secundarios 

acoplados a peroxidasa anti-conejo para Gas1, PTEN y AKT (1:5000, Jackson ImmunoResearch), 

mientras que anti-ratón fue usado para β-actina (1:5000, Zymed). Las proteínas fueron reveladas 

mediante un sistema de quimioluminiscencia (PerkinElmer) y vistas con en el equipo de UV 

transilluminator UVP. 

MMééttooddooss
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Ensayo de Viabilidad celular 

La medición de la viabilidad celular se realizó utilizando la técnica de Azul de tripano, el cual es un 

colorante azóico que se utiliza para ensayos de viabilidad celular, ya que permite diferenciar 

células vivas de células muertas. En las células viables el azul de tripano no es absorbido; pero si  

en las células que tiene comprometida la integridad de su membrana, es decir en las células 

muertas.  

Para evaluar el efecto de Gas1 sobre la viabilidad celular, se sembraron 5x104 células por pozo en 

caja de 24 pozos, 24 hrs posteriores se transfectaron con 0.8 µg del plásmido pAdTrack-CMV/gas1 

y  2.0 µl de lipofectamina, en 100 µl de OptiMEM, (de igual forma se utilizó el vector sin el transgén 

de gas1, pAdTrack-CMV, como control negativo), los complejos fueron agregados a las células y 

posteriormente se incubarón a 37°C/6hrs, al finaliz ar este tiempo se cambio el medio, dejando las 

células en incubación por 24 hrs adicionales.  Para la determinación de la viabilidad celular primero 

se retiro el medio de cultivo del pozo,  después se dio un lavado con PBS al 1%, las células se 

despegaron utilizando 350µl de Tripsina (Invitrogen), se preparo una dilución 1:10 de la suspensión 

de células con azul de tripano al 1% (Sigma), las células se contaron en cámara de Neubauer con 

ayuda del microscopio (Nikon TMS). El ensayo se realizó por triplicado. 

Para evaluar el efecto del silenciamiento de PTEN, sobre la viabilidad celular se sembraron se 

sembraron 5x104 células por pozo en caja de 24 pozos, 24 hrs posteriores se transfectaron con 20 

pmol de siRNA-PTEN  y 1.0µl de lipofectamina en 100 µl de OptiMEM, (de igual forma se utilizó el 

siRNA control, como control negativo), los complejos fueron agregados a las células y 

posteriormente se incubarón a 37°C/6hrs, al finaliz ar este tiempo se cambio el medio, dejando las 

células en incubación por 24 hrs adicionales.  Para la determinación de la viabilidad celular primero 

se retiro el medio de cultivo del pozo,  después se dio un lavado con PBS al 1%, las células se 

despegaron utilizando 350µl de Tripsina (Invitrogen), se preparo una dilución 1:10 de la suspensión 

de células con azul de tripano al 1%, las células se contaron en cámara de Neubauer con ayuda 

del microscopio (Nikon TMS). El ensayo se realizó por triplicado. 

Para evaluar el efecto, de la sobre-expresión de gas1 y el silenciamiento de PTEN de forma 

simultanea sobre la viabilidad celular, se sembraron se sembraron 5x104 células por pozo en caja 

de 24 pozos, 24 hrs posteriores se transfectaron con 0.8 µg del plásmido pAdTrack-CMV/gas1 más  

20 pmol de siRNA-PTEN con  3.0µl de lipofectamina en 100 µl de OptiMEM, los complejos fueron 

agregados a las células y posteriormente se incubaron a 37°C/6hrs, al finalizar este tiempo se 
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cambio el medio, dejando las células en incubación por 24 hrs adicionales.  Para la determinación 

de la viabilidad celular primero se retiro el medio de cultivo del pozo,  después se dio un lavado con 

PBS al 1%, las células se despegaron utilizando 350µl de Tripsina, se preparo una dilución 1:10 de 

la suspensión de células con azul de tripano al 1%, las células se contaron en cámara de 

Neubauer con ayuda del microscopio (Nikon TMS). El ensayo se realizó por triplicado. 
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RESULTADOS 

 

Debido a que las células SH-SY5Y cuentan con los componentes de la vía de señalización GDNF/ 

GFR/ RET, (Cabrera et al., 2006 / López Ramírez et al., 2008) , con el gen de pten wt  (que 

presenta mutaciones) lo que resulta en la generación de una proteína funcional (J. Muñoz et al., 

2004) y que no expresa la proteína de Gas1 en condiciones de proliferación, se procedió a 

determinar el estado inicial del mRNA sólo para gas1 y pten, así como el estado inicial de las 

proteínas sólo de Gas1, PTEN y AKT en condiciones de proliferación.  

 

Caracterización molecular de las células SH-SY5Y en  condiciones basales 

Debido a que en nuestro laboratorio es la primera vez que se trabaja con el gen de pten, fue 

necesario diseñar los oligos para amplificar una región del gen lo que nos permitió identificarlo en 

las células. Como primer instancia se diseño un programa para PCR con gradiente de 

temperaturas, para poder determinar las condiciones optimas de alineación de los oligos de pten,  

las temperaturas fueron; t1 = 44.0º C /  t2=45.3º C, / t3=46.9º C, / t4=50.4º C /, t5=52.7º C /  

t6=54.1º C, de estas, la t4 fue la que mostró una mejor amplificación, con base en esto se diseño el 

programa para PCR para amplificar una región del gen de pten humano.  Esto se muestra en la 

Figura 13a, 13b. 

Una vez que se obtuvieron las condiciones optimas de alineación, se procedió a extraer el RNA de 

en células en proliferación, realizar la RT-PCR y mediante PCR buscar la presencia del mRNA de 

pten, esto se muestra en la figura 13, tambíen se realizo la PCR para gas1, sin embargo el mRNA 

de gas1,no fue detectado, lo cual es correcto por que gas1 no se expresa en condiciones de 

proliferación en las células SH-SY5Y. (Del Sal et tal., 1992 / López Ramírez et al., 2008 / J Muñoz 

et al., 2004) 
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a)   Electroforesis del producto extracción de RNA      b)   Electroforesis en gel de agarosa al 1%  

de RNA de  células  SH-SY5Y en proliferación        de los productos de PCR, utilizando un gradiente  

se observan las subunidades 28S, 18S y 5S.         de temperaturas para encontrara la temperatura 

                                       optima de alineación de los oligos de pten.    

                                                                       

 

 

 

 

         

       

 

 

  

 

 

 

      c)  Expresión de pten, determinado por RT-PCR 

           en células SH-SY5Y en condiciones de proliferación. 

 

 

Figura 13. Caracterización de células SH-SY5Y en pr oliferación.   En a) se observan las 3 subunidades 

del RNA de células SH-SY5Y en condiciones de proliferación, con el cual se realizó la RT-PCR.  b) Gradiente 

de temperaturas para definir la temperatura óptima de alineación para PCR con los oligos de pten, c) 

expresión de pten en SH-SY5Y en condiciones de proliferación,  gas1 no se expresa en estas condiciones, 

se muestra actina como control positivo,  como control negativo no se colocó muestra de DNA. 

 

                         SH-SY5Y 
Marcador     en proliferación 
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RNA 18S 
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En condiciones de proliferación, se detectó la proteína de PTEN y  AKT, no así a Gas1 (Figura 14), 

ya que como se mostró en la Figura 13 en estas condiciones no se encontró el mensajero de gas1, 

por lo cual era de esperarse que no se encontrara la proteína. Como control del wester blot (WB) 

se utilizo la proteína de Gas1 Recombinate como control positivo de la detección de Gas1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Caracterización de células SH-SY5Y en co ndiciones de proliferación.  Detección de las 

proteínas PTEN y AKT, en células SH-SY5Y en condiciones de proliferación por Western blot. Se muestra β-

actina como control de carga. Gas1 no es expresado en condiciones de proliferación, por lo que se utilizo la 

proteína de Gas1 Recombinante como control  positivo del WB. 

 

 

 

PTEN                                             54 kDa 

p-AKT                                               60 kDa 

t-AKT                                                 60 kDa 

β-actina                                                42 kDa 

Gas1                                                     40 kDa 

                  Proliferación          sustración  
                                                 de suero     

Proliferación         Proteína Gas1 
                            recombinante  
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Sobre-expresión de gas1 

Se evaluó la eficiencia de la transfección del vector pAdTrack-CMV/gas1 mediante la fluorescencia 

de la GFP. En la Figura 16 se muestran fotos representativas de la trasnfección. 

 

 

a)            b)              c) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Fotos representativas de la transfección  de células SH-SY5Y con pAdTrack-CMV/ gas1   

En  a) se observan las células en campo claro, en b) se observa la fluorescencia que indica la transfección 

con gas1 y en  c) se observa el empalme de a) con b). Fotos tomadas en microscopio Zzies  axion vision D1 

con objetivo 10X 

 

Se logró obtener  una eficiencia de trasnfección del 33.5 %, la cual fue suficiente para inducir 

muerte celular. Con estos resultados se procedió a realizar los ensayos de sobre-expresar a gas1 

para evaluar el efecto de Gas1 sobre la viabilidad celular. 

 

 

Knockdown de pten  con  siRNA PTEN 

Para disminuir la expresión de pten, se utilizó un siRNA PTEN (Santa Cruz Biotechnology) con el 

que se logro reducir hasta en un 68% la expresión, con respecto a las células que no se les trato 

con el siRNA PTEN. Esto se muestra en la Figura 17. Una vez logrado esto, se procedió a realizar 

los ensayos de silenciar a pten y evaluar el efecto de la ausencia de PTEN sobre la viabilidad 

celular. 
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Figura 17. Reducción de la expresión de pten determinado por western-blot. En células SH-SY5Y 

transfectadas con siRNA PTEN, se logró reducir la expresión de pten  en un 68%, se muestra β-actina 

como control de carga.  

 

 

 

Sobre-expresión de  gas1  y silenciamiento de  pten 

Se sobre-expreso a gas1 y se silencio a pten  de forma simultanea, cada cual  con su control 

correspondiente, pAdTrack-CMV y el siRNAControl respectivamente. Se extrajeron las proteínas 

totales de cada uno de los ensayos con buffer de lisis, se cuantificaron las proteínas y se realizaron 

western blot con 50µg de proteína para identificar a  Gas1, PTEN y β-actina. Como se puede 

observar en la Figura 18, Gas1 se pudo detectar solo en las células que transfectaron con el vector 

de gas1, mientras que PTEN disminuyó solo en las células que se transfectaron con el siRNA 

PTEN. Esto nos indica que las trasnfecciones se realizaron de manera exitosa. 

 

 

 

 

 

PTEN                                                     54 kDa 

β-actina                                                 40 kDa 

ST           siRNA  
                PTEN 
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Figura 18. Efecto de sobre-expresión de gas1  y silenciamiento de pten en células SH-SY5Y. Células 

SH-SY5Y en condiciones de proliferación, fueron sometidas a diferentes tratamientos, se muestran los WB 

de; a) Células que no recibieron ningún tratamiento, b) Células que fueron transfectadas con siRNA Control 

como control del silenciamiento de pten, c) Células que fueron transfectadas con siRNA PTEN para silenciar 

a pten, d) Células que fueron transfectadas con el vector  pAdTrack como control de la sobre-expresión de 

gas1, e) Células que fueron trasnfectadas con vector pAdTrack-CMV/gas1 para sobre-expresar a gas1, f) 

Células cotransfectadas con pAdTrack-CMV/gas1 más siRNA PTEN para sobre-expresar a gas1 y silencia a 

pten de forma simultanea.. 

 

 

Como se observa en la Figura 18 se logro sobre-expresar a gas1 y silenciar a pten, de tal forma que ahora 

entonces podríamos, estudiar el efecto de sobre-expresar a gas1 sobre la viabilidad celular en un modelo  

con y sin PTEN gracias a la ayuda del siRNA PTEN. 

 

 

Efecto de Gas1 en presencia de PTEN sobre la viabil idad celular 

Para determinar la posible cooperación funcional de Gas1 y PTEN en la disminución de la 

viabilidad, se realizaron experimentos para evaluar el efecto de Gas1 cuando PTEN esta presenta 

y cuando no lo esta. Se definieron dos tiempos de evaluación de efecto siendo el primero a 24 hrs 

y el segundo a 48 hrs posteriores a la trasnfección correspondiente. Los ensayos se realizaron por 

triplicado para cada experimento, se realizó un análisis estadístico de anova post-tukey utilizando 

el programa GradPad Prisma, estos resultados se graficaron y se presentan en las graficas 1 y 2. 
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Teniendo en consideración que las células SH-SY5Y cuentan con un PTEN wt y que no sobre-

expresan a Gas1 en condiciones de proliferación, se diseño el primer experimento en el cual 

únicamente se sobre-expreso a gas1. 24 y 48 hrs posteriores se determino el efecto de Gas1 sobre 

la viabilidad celular. El efecto observado fue significativamente diferente al de todos los grupos, ya 

que Gas1 fue capaz de reducir la viabilidad celular en casi un 47% respecto al grupo que no recibió 

tratamiento, un 32 % respecto al grupo en el que se silencio a PTEN, y en un 47 % respecto al 

grupo donde se sobre-expreso a gas1 y se silencio a pten de forma simultanea. (ver graficas 1 y 2) 

 

Efecto de Gas1 en ausencia de PTEN sobre la viabili dad celular 

Para evaluar el efecto de Gas1 en ausencia de PTEN se diseño el segundo experimento que 

consistió en silenciar a pten así como evaluar su efecto sobre la viabilidad celular. El efecto del 

silenciamiento de pten propició un aumento en la proliferación celular del 48% más que el grupo 

que no recibió tratamiento, que fue significativamente diferente a todos los demás grupos. (Grafica 

1 y2).  

El tercer experimento consistió en sobre-expresar a gas1 y de forma conjunta silencia a pten: El 

efecto de Gas1 en ausencia de PTEN en la viabilidad celular nos permitió observar como Gas1 es 

capaz de disminuir la viabilidad celular casi al mismo nivel respecto al grupo control que no recibió 

tratamiento ya que la falta de PTEN disminuye la función de Gas1. Este grupo tuvo diferencias 

significativas con respecto al grupo donde sólo se sobre-expreso a gas1 y respecto al grupo donde 

sólo se silencio a pten, pero no hubo diferencias significativas respecto al grupo que no recibió 

tratamiento.  

Con estos resultados fue posible confirmar la hipótesis que teníamos de que Gas1 coopera con 

PTEN para disminuir la viabilidad celular. Ya que Gas1 tiene un efecto mayor sobre la disminución 

en la viabilidad celular cuando coopera con PTEN respecto a cuando no esta PTEN. 
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Grafica 1. Efecto de cooperación de Gas1 con PTEN s obre la disminución en la viabilidad celular. 

Gas1 coopera con PTEN para disminuir la viabilidad celular en células SH-SY5Y. Las células que no 

recibieron tratamiento no muestran diferencias significativas respecto a las células con siRNA Control y 

Track. También se puede observar que la disminución en la viabilidad celular de las células que expresan 

gas1 y pten funcional (Gas1) es mayor en comparación con las células que sobre-expresan a gas1 en 

ausencia de PTEN (Gas1 + siRNA PTEN). Por otro lado, tanto las células que tienen disminuida la expresión 

de pten (siRNA PTEN) como las que sobre-expresan a gas1 (Gas1) muestran una diferencia significativa con 

todos los grupos. El grupo donde similtaneamente se sobre-expreso a gas1 y se disminuyo la expresión de 

pten (Gas1 + siRNA PTEN) muestra una diferencia significativo respecto a las células que expresan gas1 

(Gas1), pero no muestran diferencia significativa respecto a las células que no recibieron tratamiento. La 

viabilidad celular fue determinada con la técnica de azul de tripano, 24 hrs después de las trasnfecciones 

correspondientes. Los datos fueron analizados utilizando un programa de estadística de anova y turkey. 
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Grafica 2. Efecto de cooperación de Gas1 con PTEN s obre la disminución en la viabilidad celular. 

Gas1 coopera con PTEN para disminuir la viabilidad celular en células SH-SY5Y. Se observa que el efecto 

de Gas1 es semejante al observado en los ensayos a 24 hrs. Las células que no recibieron tratamiento no 

muestran diferencias significativas respecto a las células con siRNA Control y Track. También se puede 

observar que la disminución en la viabilidad celular de las células que expresan gas1 y pten funcional (Gas1) 

es mayor en comparación con las células que sobre-expresan a gas1 en ausencia de PTEN (Gas1 + siRNA 

PTEN). Por otro lado, tanto las células que tienen disminuida la expresión de pten (siRNA PTEN) como las 

que sobre-expresan a gas1 (Gas1) muestran una diferencia significativa con todos los grupos. El grupo 

donde similtaneamente se sobre-expreso a gas1 y se disminuyo la expresión de pten (Gas1 + siRNA PTEN) 

muestra una diferencia significativo respecto a las células que expresan gas1 (Gas1), pero no muestran 

diferencia significativa respecto a las células que no recibieron tratamiento. La viabilidad celular fue 

determinada con la técnica de azul de tripano, 24 hrs después de las trasnfecciones correspondientes. Los 

datos fueron analizados utilizando un programa de estadística de anova y turkey. 
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DISCUSIÓN  
 

El cáncer se ha convertido en una pandemia, quizás la mayor en la historia de la humanidad. 

Actualmente, las cifras reportadas por organizaciones internacionales como la OMS indican que en 

2005 murieron de cáncer 7,6 millones de personas y en los próximos 10 años, si no se toma 

ninguna medida, morirán otros 84 millones. En México como en otros países se realizan 

investigaciones con el fin de aportar mas información que ayude a encontrar la solución a este 

problema de salud a nivel mundial. En nuestro laboratorio se trabaja con Gas1 que es una proteína 

que tiene la propiedad de detener el ciclo celular llevando las células a arresto y a procesos de 

apoptosis; sin embargo, aún existen aspectos de la actividad de Gas1 que deben conocerse mejor  

antes de pasar al siguiente nivel y diseñar fármacos o terapias génicas que sean capaces de 

detener el crecimiento descontrolado de las células cancerosas. 

La terapia génica ofrece una posibilidad para desarrollar terapias específicas y efectivas. El 

objetivo principal de la terapia génica en enfermedades como el cáncer es la destrucción de las 

células malignas. 

Uno de los genes de interés para el uso de terapias génicas es gas1, ya que puede detener la 

proliferación celular y llevar a las células a procesos de apoptosis. Hasta el momento se sabe que 

el mecanismo que utiliza Gas1 en las células SH-SY5Y es por la vía de GDNF/GFR/AKT, ya que 

como sabemos, Gas1 tiene  una alta similitud estructural con los receptores GFRα (Schueler-

Furman et al., 2006) lo que le permite reducir la fosforilación de la tirosina 1062 de RET, 

disminuyendo la activación de AKT, y llevando por tanto a las células a procesos de arresto y 

muerte (López-Ramírez et al., 2008). 

Las células SH-SY5Y derivadas de un neuroblastoma humano que fueron usadas en este trabajo 

no expresan gas1 de forma endógena. Pero si expresan pten funcional, el cual de cierta forma 

ayuda a disminuir la activación de AKT, ya que PTEN antagoniza la función de PI3K.  

La PI3K transforma el PIP2 de la membrana citoplasmática en PIP3, mismo que es esencial para el 

reclutamiento de AKT a la membrana, esto permite que PDK1 y PDK2 activen a AKT para que 

pueda realizar su función en procesos relacionados a la supervivencia.  

Por su parte PTEN actúa de forma antagónica a PI3K, ya que su función como fosfatasa para 

lípidos le permite transformar el PIP3 en PIP2,  disminuyendo así la activación de AKT. 
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Tanto Gas1 como PTEN convergen sobre la misma cascada de señalización ya que ambas  

proteínas influyen sobre la activación de AKT, solo que Gas1 actúa río arriba y PTEN río abajo. Así 

es como surge la hipótesis de que Gas1 coopera con PTEN para poder ejercer su efecto sobre la 

disminución de la viabilidad celular en células cancerosas.  

Para evaluar esta hipótesis nosotros diseñamos experimentos con la línea celular SH-SY5Y 

(neuroblastoma humano) la cual cuenta con características esenciales para lograr el objetivo de 

este trabajo; no expresa gas1 en condiciones de proliferación, cuenta con los integrantes de la vía 

GDNF/GFR/RET y expresa un pten funcional endógeno.  

Es importante enfatizar que estas células no expresan  gas1 de forma endógena en condiciones de 

proliferación, por ello se utilizar un vector previamente construido en el laboratorio que expresa a 

Gas1 junto con la GFP, lo que permite observar la eficiencia de la transfección del vector.  

En la primer etapa  se evaluó el efecto de la sobre expresión de gas1 sobre la viabilidad celular en 

presencia de un PTEN wt. En el siguiente paso se midió el efecto de Gas1  cuando PTEN no esta 

presente, silenciándolo con el uso de un siRNA para reducir la expresión de PTEN. A pesar de que 

el silenciamiento de PTEN fue de un 68%, los resultados obtenidos fueron satisfactorios. 

Finalmente se evaluó el efecto de la sobre expresión de gas1 de forma conjunta con el 

silenciamiento de PTEN  sobre la viabilidad celular. 

Como resultados de los experimentos se observó una disminución de la viabilidad celular cuando 

gas1 fue sobrexpresado respecto al grupo que no recibió tratamiento ya que Gas1 logra matar a un 

gran número de células.  

Cuando solo se silenció a PTEN, la viabilidad celular se incrementó notablemente con respecto al 

grupo control, corroborando que PTEN funciona como un freno para AKT.  

Sin embargo, cuando de forma simultanea se sobre expreso a gas1 y se silencio a PTEN, el efecto 

observado en la viabilidad celular fue casi al mismo nivel que el grupo control, una posible razón de 

este comportamiento es que Gas1 puede contrarrestar la deficiencia de PTEN. Es decir, que 

aunque no este PTEN,  Gas1 no permite que las células proliferen más que el grupo control. Otro 

punto importante fue el echo de que aún cuando solo se obtuvo un 33.5% de eficiencia de 

transfección de gas1, este fue suficiente para generar un efecto terapéutico capaz de disminuir la 

viabilidad celular contrarrestando la falta de PTEN.  
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En todos los experimentos el efecto generado por Gas1 fue significativo, poniendo en evidencia  

que Gas1 coopera con PTEN  para  generar una disminución en la viabilidad celular. Esto nos da 

herramientas para poder continuar con las investigaciones para el diseño de terapias génicas 

contra enfermedades como el cáncer. 

 

Como perspectiva, proponemos el investigar si el efecto de gas1 observado en este trabajo, se 

pode observar en un modelo celular que no cuente con un PTEN wt, para eliminar por completo la 

participación de PTEN.  

 
 

 

 

CONCLUSIÓN  

De acuerdo a los ensayos realizados en este trabajo fue posible observar que Gas1 coopera con 

PTEN de forma positiva para decrementar la viabilidad celular, ya que Gas1 genera una mayor 

muerte celular cuando esta presente PTEN respecto a cuando se silencio a PTEN.  

También se logro observar que  Gas1 puede contrarrestar la ausencia de PTEN llevando la 

viabilidad celular a niveles comparables con el grupo control frenando el aumento en la viabilidad 

celular descontrolada causa por la ausencia de PTEN. 

. 
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