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RESUMEN 

Gas1 es un proteína pleiotrópica, ya que dependiendo del contexto celular será la 

función que desempeñe. Gas1 provoca la detención del ciclo celular y su 

sobreexpresión promueve la apoptosis celular al modular negativamente la 

señalización mediada por GDNF/GFRα1/RET. Por otra parte su rol en el desarrollo 

embrionario es vital, los ratones Gas1 -/- no son viables, debido a que Gas1 actúa 

como un co-receptor de la vía de Sonic Hedhehog (Shh).  Esta proteína se expresa 

abundantemente en etapas embrionarias y en el cerebro del ratón adulto, incluyendo 

los nichos neurogénicos. Uno de los nichos neurogénicos mas estudiados es la zona 

subgranular del giro dentado (GD), en esta región se originan células troncales 

neurales que terminaran diferenciándose a neuronas granulares. Se ha propuesto que 

existe una relación entre la carcinogénesis y las células troncales neurales, ya que en 

el cerebro, son las únicas células que pueden proliferar y adquirir mutaciones que las 

lleven a originar un tumor. Diversos reportes apuntan que Gas1 actúa como un proteína 

supresora de tumores, su presencia previene el crecimiento exacerbado de las células 

mientras que su disminución en líneas cancerosas esta asociado con una mayor 

proliferación y metástasis. Con la finalidad de observar si este efecto se reproducía en 

las células troncales neurales derivadas del GD, en primer lugar se encontró que estas 

células expresan marcadores típicos de troncalidad como son cMyc, Nanog, Sox2 y 

Shh pero no a RET. Posteriormente se realizó el silenciamiento de Gas1 y se evaluó la 

expresión génica por qRT-PCR de genes implicado en proliferación celular, de manera 

interesante se encontró una reducción de casi el 80% en el marcador de proliferación 

Ki67, acompañado de la disminución de cMyc, Nanog y Sox2. Al hacer el análisis 

morfológico se observó que las neuroesferas con Gas1 silenciado aumentaban de 

tamaño pero disminuían en cantidad, este efecto podría deberse a la coalescencia, un 

fenómeno que presentan las neuroesferas con lo que pueden aumentar de tamaño sin 

observar un incremento en la proliferación. Estos resultados sugieren que Gas1 en las 

neuroesferas derivadas del GD posee un papel similar al que tiene en el desarrollo 

embrionario, actuando como co-receptor de Shh para promover la sobrevivencia y 

proliferación ya que estas células expresan Shh pero no RET. 
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ABSTRACT 

Gas1 is a pleiotropic protein that depends of the cellular context to determinate the 

function played. Gas1 induces cell cycle arrest and his overexpression causes 

apoptosis by negatively modulate the signaling pathway GDNF/GFRα1/RET. Moreover, 

in developmental embryo is fundamental due to act as co-receptor for the Sonic 

Hedgehog (Shh) pathway. This protein is profusely expressed in embryonic stages and 

adult mice brain, including the neurogenic niches. The subgranular zone of the dentate 

gyrus is one of the most studied neurogenic niches, where remains a pool of neural 

stem cells that can go trough differentiation in order to become mature granular 

neurons. It’s been proposed a close relationship between neural stem cells (NSC) and 

carcinogenesis, because in the brain NSC are the only cell population that can 

proliferate and likely acquire mutations to possibly originate a brain tumor. So many 

reports, proposes Gas1 as a tumor suppressor protein, the expression of this protein 

prevents abnormal proliferation and is downregulated in cancer cell lines, this 

downregulation is associated with higher proliferation rate and metastasis. With the 

purpose to evaluate the effect in decreasing Gas1 in neural stem cells from dentate 

gyrus (DG), primarily we found the expression of stemness mRNA of cMyc, Nanog, 

Sox2 and Shh but the absence of RET. However, the Gas1 downregulation by siRNAs 

shows by qRT-PCR a reduction in mRNA of genes involved in cell proliferation, there 

was a 80% decrease in ki67 and a slight reduction of the expression of cMyc, Nanog 

and Sox2. The morphologic studies revealed and interesting effect, the neurospheres 

with Gas1 siRNA become bigger than controls but also decrease in quantity, suggesting 

an effect called coalescence, this phenomenon will explain the changes in size without 

increasing proliferation rate. This results in the neurospheres from DG suggest Gas1 is 

acting more like in developing brain as a Shh co-receptor to promote proliferation and 

survival, because this cells express Shh but there is not RET expression. 
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INTRODUCCIÓN 

 

1. Cáncer 

 

El cáncer es un problema de salud pública, actual y creciente, con una incidencia a 

nivel mundial de 14.1 millones de casos y 8.2 millones de muertes debidas a esta 

enfermedad. De este total, América Latina representa el 7.8% de incidencia y 7.4% de 

mortalidad, donde el cáncer de mama, próstata y pulmón son los de mayor ocurrencia y 

letalidad. (Ferlay et al., 2013) 

En nuestro país durante el año 2013, se tenía que del total de defunciones  en 

personas con menores de 20 años, 5.4% de ellas se debió a algún tumor y de estas, 

86.3% se debió a tumores malignos. En el caso de los fallecimientos en la población 

mayor a 20 años, 13.6% se debieron a algún tumor y de estos, 93.6% a los tumores 

malignos. (INEGI, 2015)  

Cabe destacar que el cáncer es una enfermedad crónico-degenerativa con mayor 

incidencia entre adultos, en comparación con niños y jóvenes. Además, éste es un 

padecimiento que no hace distinción de razas, nivel socioeconómico o sexo. Esto tiene 

como consecuencia un impacto socioeconómico fuerte, debido a los costosos 

tratamientos y la incapacidad que genera para pacientes en estados avanzados. En 

nuestro país esto ocurre con frecuencia ya que muchas veces el diagnostico es tardío. 

El cáncer se define como el crecimiento incontrolado de las células, las cuales pueden 

invadir y diseminarse a diversos lugares del organismo. ("WHO: Cancer," 2016) Se han 

descrito características biológicas adquiridas ya sea genéticamente o por exposición a 

agentes cancerígenos que propician el desarrollo de un tumor, de forma típica muchos 

tipos de cáncer mantienen  una señalización proliferativa, son capaces de evadir a las 

proteínas supresores de crecimiento, son resistentes a la muerte celular, poseen un 

potencial ilimitado de replicación, inducen mecanismos de invasión, colateralmente 
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habrá inestabilidad en el genoma así como inflamación, potenciando un microambiente 

tumoral. (Hanahan & Weinberg, 2011)  

 

Figura 1. Características del cáncer. Adaptado de “Hallmarks of cancer: the next generation”, 
por Hanahan, D., & Weinberg, R. A. (2011). Cell, Pagina 647.  

 

Cualquier parte del cuerpo es susceptible de verse afectada, de forma tal que existen 

más de 100 tipos de esta enfermedad. Si bien no hay una causa directa que origine su 

aparición, la OMS clasifica los agentes cancerígenos en tres grandes grupos:  

 Cancerígenos físicos: radiaciones ionizantes y ultravioleta.    

 Cancerígenos químicos: tabaco, alcohol, asbestos, arsénico, aflatoxinas.    

 Cancerígenos biológicos: infecciones causadas por ciertos virus, bacterias o 

parásitos.    

La exposición a estos, en combinación con factores ambientales y genéticos, así como 

estilos de vida poco saludables, son las causas que más se asocian al desarrollo de la 

enfermedad. (OMS, 2014, 2015)   

Sin embargo con la excepción de los tumores cerebrales asociados con mutaciones o 

irradiación terapéutica, que son la minoría. Hasta la fecha se desconoce algún factor de 

riesgo o estilo de vida directamente asociado con el desarrollo de un tumor en el SNC 
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(Sistema Nervioso Central). (Kleihues, 2014)  

1.1 Tumores en el Sistema Nervioso Central 

A nivel mundial los tumores del SNC son el 17º tipo de cáncer mas común, con un 

estimado de 256 000 casos nuevos cada año. La tasa de aparición tiende a ser mayor 

en países desarrollados y su letalidad lo sitúa en el 12º lugar de la lista. Este tipo de 

cáncer tiene una mayor incidencia en niños y adultos de 45-70 años. (Stewart, 2014)  

En México el cáncer de encéfalo y otras partes del SNC ocupa el segundo lugar en la 

tasa de mortalidad y la tercera de morbilidad hospitalaria en pacientes menores de 20 

años, con una tasa de 0.66 y 5 casos de cada 100 000, respectivamente. Para adultos 

mayores de 20 años no se cuenta con reportes actuales sobre la incidencia, mortalidad 

y morbilidad de estos tumores. (INEGI, 2015) 

Los tumores primarios del SNC son un grupo de neoplasias derivadas de diversos 

linajes celulares pertenecientes a esta estructura y pueden diseminarse a otras áreas 

del cerebro, pero rara vez a otros órganos del cuerpo. (Huse & Holland, 2010) 

 

A menudo los tumores hallados en el SNC deben su origen a la invasión de células 

cancerosas de otra región del organismo, este tipo de tumores son llamados 

“metástasicos o secundarios” y suelen ser mas comunes que los primarios. (NCI, 2014) 

 

De los tumores primarios en el SNC, los de origen glíal o “gliomas” son los mas 

frecuentes y agresivos, además de ser típicos en adultos de 45-60 años.. Ofrecen una 

baja expectativa de vida, debido a la poca efectividad en los tratamientos actuales. 

(Ostrom et al., 2015) 

 

1.2 Gliomas 

 

Los gliomas exhiben un rango amplio de entidades histológicas tales como, infiltración 

de células con núcleos atípicos, áreas anaplásicas o zonas con necrosis; esta 
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heterogeneidad provoca una respuesta pobre o nula a los tratamientos actuales. Por 

ejemplo, los pacientes con glioblastoma, la forma de mayor prevalencia y agresividad 

entre los gliomas, tienen una media de sobrevivencia de tan solo 15 meses. (Wen & 

Kesari, 2008)  

 

La Organización Mundial de la Salud ha clasificado a los gliomas en 4 grados (I-IV), de 

acuerdo a una escala de malignidad. Siendo los III y IV los de peor pronóstico. Las 

características de cada grado son las siguientes: 

 

Grado I: Lesiones con bajo grado de proliferación y mejor posibilidad de cura después 

de resección quirúrgica, por ejemplo, astrocitomas pilocíticos, gliomas angiocéntricos, 

neurofibromas, entre otros. 

Grado II: Neoplasias con naturaleza infiltrativa y a pesar de su baja tasa de 

proliferación, tienden a reaparecer. Algunos tumores grado II pueden progresar a 

grados de mayor malignidad, como son los astrocitomas difusos u oligoastrocitomas. 

Grado III: Lesiones con evidencia histológica de malignidad, incluyendo núcleos 

atípicos y alta actividad mitótica. Entre ellos se encuentran gran cantidad de gliomas 

anaplásicos.  

Grado IV: Neoplasias altamente malignas, mitóticamente activas y propensas a 

necrosis con infiltración del tejido circundante y diseminación cráneo espinal que se 

asocian con una rápida evolución y con desenlace fatal. Ejemplos de neoplasias de 

grado IV incluyen al glioblastoma multiforme (GBM), a muchas neoplasias embrionarias 

y a diversos sarcomas.(Louis et al., 2007) 

 

1.3 Tratamientos 
 

Los gliomas de grado IV, como el GBM, representan un  reto terapéutico debido a la 

heterogeneidad celular y la velocidad con la que se expande por el SNC, afectando 

gravemente la calidad de vida del paciente.  La resección quirúrgica y el tratamiento 

post-operatorio con radioterapia son la elección estándar. Sin embargo la tasa de 
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sobrevivencia después de la radiación es baja.(Chao & Suh, 2006; Stupp et al., 2005)  

  

Además de la radioterapia se recomienda tratar al paciente con quimioterapia utilizando 

agentes alquilantes que dañan el ADN, tales fármacos incluyen: carmustina, lomustina, 

vincristina y temozolamida (TMZ). La TMZ es el fármaco de elección en el tratamiento 

de gliomas de alto grado, la TMZ alquila a la guanina, induciendo mecanismos de 

apoptosis. El uso conjunto de quimioterapia y radioterapia post-operativa aumenta la 

esperanza de vida en aproximadamente 2 meses y medio.(Chamberlain, 2010; Stupp 

et al., 2005)  

Uno de los grandes impedimentos para que la quimioterapia funcione en tumores 

cerebrales es la barrera hematoencefálica (BHE), para esto se han diseñando 

nanopartículas a base de lípidos, con el fin aumentar los niveles cerebrales de la TMZ, 

esto ha mostrado disminuir los efectos adversos en riñón y corazón.(Song, Mao, Du, & 

Zhu, 2016)  

Los tratamientos actuales para los gliomas de alto grado, fallan debido a la resistencia 

que presentan, dicha resistencia se debe principalmente a mutaciones en genes 

involucrados en la reparación del ADN; como es el caso de la perdida de función del 

gen MSH6 y la amplificación de la O6- metil guanina metil transferasa (MGMT). La 

pérdida de función en MSH6 promueve la acumulación de mutaciones, que provocan 

inestabilidad genómica, mientras que la enzima MGMT al promover la reparación del 

ADN, evita que fármacos como la TMZ sean eficaces.(Cahill et al., 2007; S. Y. Lee, 

2016)   

En el año 2006 se publicó por primera vez que las células troncales del GBM humano 

mostraban mayor resistencia a la quimioterapia. Esta subpoblación celular fue 

seleccionada al exhibir el marcador de troncalidad Prominina 1 (CD133). Estas células 

presentaron niveles altos de MGMT y BCRP1. (G. Liu et al., 2006) BCRP1 es un 

transportador tipo ABC que se expresa en diversos tipos de cáncer y promueve la 

expulsión de los fármacos antineoplásicos fuera de las células. (Kondo, Setoguchi, & 

Taga, 2004) A esta subpoblación celular se le conoce actualmente como células 

troncales cancerosas (CTC) o células iniciadoras de glioma, por su gran capacidad de 

autorenovación, pueden proliferar y dar origen a un tumor resiliente.(G. Liu et al., 2006)  
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Las CTC representan un reto en la terapia anticancerígena, su similitud con las células 

troncales embrionarias y adultas, nos orienta hacia el estudio de los mecanismos que 

regulan la reparación del ADN, la autorenovación y la proliferación en estas células. 

2. Células troncales neurales  

 

En la década de los 50s Till y McCulloch  descubrieron que al reponer la médula ósea 

de un ratón letalmente irradiado con la de uno sano, se podía restablecer la 

funcionalidad de su sistema hematopoyético y con esto, evadir la muerte. Además 

notaron que esta recuperación era acompañada por la formación de colonias en el 

bazo, capaces de regenerarse al ser implantadas en otro ratón, con base estos 

descubrimientos, propusieron por primera vez la definición de una “Célula formadora de 

colonia”, después llamada “célula troncal”, una célula con la capacidad de auto-

renovarse y dar origen a una progenie diferenciada. (Houghton, Morozov, Smirnova, & 

Wang, 2007) 

Actualmente se sabe que las células troncales proceden de una subpoblación de las 

células troncales embrionarias, que han quedado restringidas a un linaje especifico, 

como son las Células Troncales Neuronales (CTN), las células mesangiales del riñón, 

las células de las criptas en el intestino, entre otras. (Blanpain, Lowry, Geoghegan, 

Polak, & Fuchs, 2004; Reynolds & Weiss, 1992) 

Las células troncales residen en microambientes especializados o “nichos”, que regulan 

su capacidad de autorenovación y diferenciación. En el desarrollo, estos nichos regulan 

la maduración del SNC y son modulados espaciotemporalmente, mientras que en el 

Sistema Nervioso adulto están restringidos a áreas especificas del cerebro. Los nichos 

neurogénicos descritos y más aceptados en diversas especies, incluido el humano, son 

la zona subventricular (ZSV) y la zona subgranular del giro dentado (GD). (Taupin, 

2006) 

En la ZSV, las células se generan en la parte anterior de esta región, para migrar en 

forma de cadenas tangenciales a lo largo de la ZSV a través de la vía rostral migratoria, 



 13 

hacia el bulbo olfatorio, donde se diferenciarán en interneuronas. (Doetsch, Caille, Lim, 

Garcia-Verdugo, & Alvarez-Buylla, 1999) En el GD del hipocampo, los precursores 

neuronales en la zona subgranular migran hacia la capa granular, donde se 

diferenciarán en neuronas maduras, extendiendo sus axones hasta la región CA3. 

(Bayer, Yackel, & Puri, 1982) 

Los nichos neurogénicos emergen como una de las zonas vulnerables a sufrir 

transformación tumoral, debido a la abundante cantidad de factores de crecimiento y la 

presencia de células troncales capaces de proliferar y diferenciarse ante diversos 

estímulos.  

2.1 Células troncales del Giro Dentado 

Los primeros estudios que indicaban que la neurogénesis del hipocampo continuaba 

después del nacimiento se remontan a la década de los 60’s, donde se observó por 

primera vez que ratas y conejillos de indias. (Altman & Das, 1965, 1967) Una décadas 

después Eriksson y cols., realizaron los primeros estudios en cerebro humano adulto, 

encontrando que al igual que en otros mamíferos la neurogénesis perduraba aún en la 

vida adulta. (Eriksson et al., 1998) 

Actualmente se ha descrito casi por completo el proceso por el cuál una célula troncal 

quiescente se convierta en una neurona granular madura.  

En la zona subgranular del GD residen múltiples células de fenotipo glíal que coexisten 

con las CTN. Las CTN se clasifican en dos tipos de acuerdo a los marcadores que 

expresan: 

a) Células tipo I, son las más indiferenciadas, expresan el marcador glíal GFAP 

(proteína fibrilar acídica de la glía), la proteína de unión a lípidos del cerebro 

(BLBP), el transportador de glutamato (GLAST) y Sox2.(Dhaliwal & Lagace, 

2011)  
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b) Células tipo II, presentan una morfología horizontal con prolongaciones 

citoplasmáticas cortas. Son altamente proliferativas y expresan los marcadores 

Nestina y Sox2. Además estas se subdividen en: 

i. Células tipo 2a, que expresan al factor de transcripción Mash1/ASCL1 

ii. Células tipo 2b, expresan Prox1 y NeuroD1, además son el tipo celular 

intermedio entre las CTN y los neuroblastos por lo que también pueden 

expresar DXC. (Lugert et al., 2010)  

c) Células tipo 3 o “Neuroblastos”, expresan al filamento intermedio DXC así como 

la molécula de adhesión neural PSA-NCAM. Su capacidad de proliferación 

reduce drásticamente así como su tasa de sobrevivencia. (J. Zhang & Jiao, 

2015) 

d) Neurona inmadura, célula post-mitótica que continua expresando DCX,  con la 

adición de la proteína neuronal nuclear NeuN y la proteína de unión a Ca+2, 

calretinina. En esta etapa las células empiezan a proyectar sus neuritas hacia la 

región CA3 del hipocampo. (J. Zhang & Jiao, 2015) 

e) Neurona granular, además que NeuN estas células expresan la proteína de 

unión a Ca+2 calbindina. Esta célula es completamente funcional y participa en 

el conocido Circuito trisináptico, el cual es importante para regular funciones de 

memoria y aprendizaje. (van Praag et al., 2002; J. Zhang & Jiao, 2015) 
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Figura 2. Marcadores de las células de la zona subgranular del giro dentado. En la imagen 
se esquematizan los tipos celulares así como sus marcadores específicos de uso común y 

algunos utilizados en menor frecuencia. Modificado de: Knoth y cols. (2010). Murine features of 
neurogenesis in the human hippocampus across the lifespan from 0 to 100 years. PLoS One, 

5(1), e8809. doi:10.1371/journal.pone.0008809 

Actualmente existe un abanico de marcadores celulares para identificar a los tipos 

celulares partícipes en la neurogénesis del giro dentado, algunos de estos se 

encuentran por periodos más prolongados, otros se restringen a etapas especificas en 

la maduración de los progenitores neurales. En la figura X se resumen los más 

utilizados, marcadores de proliferación celular como Ki67 así como las enzimas GAD65 

y GAD67 típicas en neuronas inmaduras. (Knoth et al., 2010) 

 

 

 



 16 

3. Células troncales cancerosas 

Las CTC presentan un panorama interesante, su alta resistencia a la radioterapia y 

quimioterapia, aunado a la capacidad de originar un tumor de novo las colocan como 

un blanco de investigación científica. (Clarke & Fuller, 2006; Natsume et al., 2011) 

 

Las CTN y las células in situ de los gliomas comparten las características de 

autorenovación, migración/infiltración a través del parénquima cerebral extendido y un 

potencial para diferenciarse, parcial o completamente; propiedades no encontradas en 

las líneas celulares de los gliomas. Un diferencia obvia entre estas líneas celulares y 

los cultivos de CTN es que estos últimos crecen en un medio libre de suero, ya que 

este provoca diferenciación irreversible de las CTN. Las CTC derivadas de 

glioblastomas cultivados en presencia de bFGF y EGF mimetizan mejor el fenotipo y 

genotipo de los tumores primarios en comparación con aquellas cultivadas en 

presencia de suero.(J. Lee et al., 2006)  

 

La identificación de las CTC apoya a la teoría jerárquica de la carcinogénesis, la cual 

propone  que el inicio del tumor se debe a esta población celular que es pluripotente y 

se puede auto-renovar, además dar pie a progenitores más diferenciados por divisiones 

asimétricas, dando origen a un tumor con heterogeneidad celular.  Bradshaw 2016 

 

Las CTC aisladas de los gliomas de mayor grado expresan marcadores típicos de 

células troncales embrionarias y adultas, los cuales pueden dividirse en: 

 

a) Marcadores embrionarios: 

Sall4: Factor de transcripción de tipo dedos de Zinc, promueve la pluripotencialidad 

y asegura la sobrevivencia del zygoto. Interactúa con Nanog, Sox2 y Oct4. (Yang et 

al., 2008; L. Zhang et al., 2015) 

Oct4: Proteína esencial para el desarrollo del blastocito, presente en la masa 

celular interna. Mantiene un estado indiferenciado y regula a otros factores como 
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Nanog para mantener la pluripotencialidad en el desarrollo embrionario y en 

gliomas. (Du et al., 2009; Zeineddine, Hammoud, Mortada, & Boeuf, 2014) 

Sox2: El factor de transcripción Sex determining región Y-box 2 (Sox2), promueve 

la pluripotencialidad y su deleción en el cigoto es letal. Además se requiere su 

acción conjunta con Oct4 para mantener a las células troncales. (Annovazzi, Mellai, 

Caldera, Valente, & Schiffer, 2011; Graham, Khudyakov, Ellis, & Pevny, 2003; S. 

Zhang & Cui, 2014) 

Nanog: Factor de transcripción asociado con la tumorgenicidad,y la invasión del 

GBM. Su acción es similar a la de Oct4 y Sox2, siendo además blanco de estos 

factores de transcripción. (Rodda et al., 2005; Zbinden et al., 2010) 

c-Myc: Proteína parte de la familia de proto-oncogenes MYC. Su función principal 

es regular el paso de la fase G0/G1 a S promoviendo la proliferación celular, ayuda 

a mantener la pluripotencialidad dependiendo del tipo celular y su amplificación 

induce tumorgénesis. c-Myc regula la proliferación, sobrevivencia e infiltración en 

gliomas. (Dang, 2012; Perez et al., 2011; J. Wang et al., 2008) 

STAT3: Proteína transductora de señales que actúa como factor de transcripción al 

ser fosforilada. Sus funciones incluyen la regulación del ciclo celular, la 

sobrevivencia celular y la autorenovación de las células troncales. Su perdida o 

disminución promueve la diferenciación celular. En GBM la inhibición de STAT3 

disminuye el tamaño de los tumores, pero también puede disminuir la respuesta 

inmune  por lo que su papel como proteína supresora tumoral es controversial. 

(Kim, Patel, Ruzevick, Jackson, & Lim, 2014; Raz, Lee, Cannizzaro, d'Eustachio, & 

Levy, 1999) 

KLF4: Factor de transcripción de tipo dedos de Zinc, Krüppel like factor 4 KFL4, es 

necesario para la autorenovación y mantenimiento de las células troncales. Además 

KLF4 induce arresto celular al bloquear el paso de la fase G1 a S en presencia de 

p53. En células troncales actúa como mediador de la señalización de STA3 para 

promover la activación de los genes de Oct4, Sox2 y Nanog. KLF4 tiene efectos 

contradictorios en cáncer, por un parte se encuentra sobreexpresado en 70% de 

especímenes de cáncer de mama mientras que en otros tipos de cáncer inhibe la 

https://es.wikipedia.org/wiki/Ciclo_celular
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formación de tumores y metástasis. (Ai, 2013; Nakatake et al., 2006; J. Wang et al., 

2010; Yu et al., 2011) 

 

b) Marcadores de progenitores neurales: 

Nestina: Proteína expresada en la células en división durante el desarrollo 

embrionario del sistema nervioso, su expresión disminuye por completo al progresar 

la diferenciación. En diversas líneas celulares de glioma se ha reportado su 

presencia, así como en pacientes con GBM. (Michalczyk & Ziman, 2005) (Neradil & 

Veselska, 2015) 

GFAP: Proteína expresada en células con fenotipo glial, al igual que Nestina es un 

filamento intermedio y su función principal es mantener una citoarquitectura celular 

específica. En los pacientes con GBM se encuentra sobre-expresada en suero y 

sangre periférica, por lo que se le considera un marcador de diagnostico 

estándar.(Fuchs & Weber, 1994; Jung et al., 2007; Tichy et al., 2016) 

CD133: Glicoproteína también conocida como Prominina-1, se expresa en células 

troncales hematopoyéticas, progenitores endoteliales, GBM y en células troncales 

neurales. (G. Liu et al., 2006; Yin et al., 1997)  

 

A pesar de toda la información que se tiene actualmente de las CTC, cada día se 

descubren, nuevos papeles en la tumorgénesis de proteínas previamente estudiadas 

en el desarrollo y la terapia génica , tal es el caso de Gas1.  

 

4. Gas1 

 

La proteína Gas1 (Growth-arrest-specific) pertenece a un grupo de 6 proteínas que se 

expresan en la fase G0 del ciclo celular y promueven que las células dejen de proliferar 

y se “arresten”. (Schneider, King, & Philipson, 1988) Los primeros estudios se 
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realizaron en cultivos de células NIH3T3, donde la falta de suero o la alta densidad 

promovía la expresión de Gas1, esta expresión promovía que la síntesis de ADN 

disminuyera. (Ciccarelli, Philipson, & Sorrentino, 1990) 

El gen de gas1, codifica para una proteína de 345 aa en humano  y 343 aa en ratón. 

Además es un gen sin intrones por lo que se especula que se originó por 

retrotransposones. (Del Sal, Ruaro, Philipson, & Schneider, 1992) (Hatinen, Holm, & 

Airaksinen, 2007)  

La proteína Gas1, sufre modificaciones post-traduccionales en el retículo 

endoplásmico; que incluyen: una N-glicosilación, el corte del péptido señal y la adición 

de un ancla de glicosilfosfatidilinositol  (GPI) en el extremo C-terminal. La forma madura 

de la proteína posee un peso molecular de 37 kDa y se ubica en la cara externa de la 

membrana celular por su ancla de GPI. 

 

4.1 Funciones de Gas1  

 

Los primeros estudios de la función de Gas1, se relacionaron con la vía de Sonic 

hedgehog (Shh), la cual tiene profunda importancia en la embriogénesis, los 

desordenes genéticos y el cáncer. Shh actúa como un morfógeno que define el destino 

celular de cada población. Gas1 en el desarrollo, actúa cooperativamente con 

Patched1 (Receptor de Shh), promoviendo su cascada de señalización. (Martinelli & 

Fan, 2007) 

 

En el 2006 se descubrió que Gas1 compartía homología con los receptores de la 

familia de los GFRα 1, de los cuales el principal ligando es el “Factor neurotrófico 

derivado de la glía” (GDNF, por sus siglas en ingles). La unión de GDNF a su receptor, 

induce el reclutamiento de dos proteínas RET, con actividad tirosina-cinasa, esto puede 

activar distintas vías de señalización, principalmente las de ERK y PI3K/AKT, que 

promueven la sobrevivencia y el crecimiento celular. (Schueler-Furman, Glick, Segovia, 

& Linial, 2006; Segovia, 2016) Gas1 induce arresto celular y apoptosis, al inhibir la 
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señalización promovida por GDNF, ya que se ha demostrado que previene la activación 

de Akt (Fig. 2). (Dominguez-Monzon, Benitez, Vergara, Lorenzana, & Segovia, 2009) 

 

Figura 3. Funciones de Gas1. Adaptado de “Effects of Gas1 on gliomas: a review on current 
preclinical studies”, por Segovia, J. B., E.; Lara-Lozano, M. (2016). Journal of Cancer 

Metastasis and Treatment.  

4.2 Gas1 en cáncer 

 

Se ha reportado que las proteínas que promueven la proliferación celular como c-Myc y 

Src reprimen la transcripción de gas1. (Grossi et al., 1998; T. C. Lee, Li, Philipson, & 

Ziff, 1997). Por ello en diversas líneas celulares cancerosas o cultivos de tumores 

primarios, su expresión disminuye (Tabla 1).   

Tipo de cáncer Expresión de Gas1 Referencia 

Carcinoma papilar Disminuida (Lapouge et al., 2005) 

Cáncer colorectal 

Recurrente 

No recurrente 

 

Disminuida 

Normal 

(Jiang, Xu, & Cai, 2011)  
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Cáncer de próstata Disminuida (Luo et al., 2002) 

Cáncer gástrico Disminuida (H. Wang et al., 2012) 

Cáncer de vejiga Normal (Simoneau et al., 1996) 

Cáncer de páncreas Disminuido (Tan et al., 2009) 

Cáncer de piel 

(Melanoma) 

Disminuido (Gobeil, Zhu, Doillon, & Green, 

2008) 

Cáncer de ovario Disminuido (Shridhar et al., 2001) 

Tabla 1. Disminución de gas1 en diversos tipos de cáncer. En muchos casos, esta 

disminución correlaciona con la malignidad, la recurrencia y la metástasis del tumor.  

Por otro lado, se ha estudiado ampliamente la habilidad que tiene Gas1 de promover la 

apoptosis y el arresto celular como terapia génica contra el cáncer. Esto ha sido 

efectivo contra gliomas, adenocarcinomas y en el cáncer de mama. Esto gracias al 

efecto que tiene Gas1 de impedir la señalización mediada por GDNF y promover la 

apoptosis celular. (Segovia, 2016) 
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DEFINICIÓN DEL PROBLEMA 

A. Planteamiento 

Gas1 es una proteína pleiotrópica, en el desarrollo de mamíferos es pieza clave en la 

señalización mediada por Shh, promueve el desarrollo del tubo neural y el cerebelo. 

Mientras que en las líneas celulares diferenciadas y confluentes promueve el arresto 

celular y apoptosis. Este segundo efecto se ha aprovechado como una terapia contra el 

cáncer, ya que al incrementar su expresión, los tumores disminuyen de tamaño debido 

al arresto y muerte celular. 

Algunos autores mencionan que Gas1 actúa como una proteína supresora de tumor, al 

cumplir con las propiedades esperadas de: supresión de metástasis, promover la 

apoptosis  y la frecuente disminución de su expresión en líneas celulares de cáncer y 

tumores. Por lo tanto su disminución permite la sobrevivencia y proliferación de las 

células cancerosas. (Evdokiou & Cowled, 1998; Gobeil et al., 2008; Zhao et al., 2009) 

En el desarrollo del sistema nervioso entérico la deleción de Gas1 promueve el 

aumento de la proliferación de células progenitoras por la activación de la cascada de 

señalización mediada por RET, sin embargo se desconoce si este efecto se mimetizara 

en células troncales pertenecientes al giro dentado (Biau, Jin, & Fan, 2013) 

B. Pregunta Científica 

 

¿Qué efecto tendrá silenciar Gas1 en cultivos de neuroesferas derivadas del giro 

dentado de ratón neonato? 
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JUSTIFICACIÓN 

 

En el laboratorio del Dr. Segovia, se describió la presencia de Gas1 en neuroesferas 

derivadas de la zona subventricular y giro dentado de ratón. Sorpresivamente en las 

Gliomaesferas derivadas de la línea C6 la expresión de Gas1 fue escasa o nula, por lo 

que se infiere que en los gliomas disminuye la expresión de Gas1. 

Esta disminución podría estar ligada con el mal pronóstico que se tiene de los gliomas, 

ya que recientemente se encontró que la disminución de la expresión de Gas1 

promueve la metástasis en cáncer colorectal (Li et al., 2016) y en el cáncer gástrico 

promueve la sobrevivencia, además de formar tumores de mayor tamaño (H. Wang et 

al., 2012).  

Conocer el efecto que tiene la disminución de Gas1 en células troncales neurales nos 

permitirá averiguar si existe alguna relación en la transformación neoplásica en el SNC.  
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OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

Evaluar el efecto de la disminución de la expresión de Gas1 en las neuroesferas 

derivadas del GD de ratón neonato. 

 

Objetivos particulares 

1. Estandarizar el cultivo de neuroesferas. 

2. Evaluar por RT-PCR la expresión de marcadores de troncalidad, Gas1 y 

RET. 

3. Estandarizar el protocolo para silenciar Gas1 en neuroesferas derivadas 

del GD de raton neonato, con un siRNA comercial. 

4. Evaluar si existen cambios morfologicos en las neuroesferas con Gas1 

silenciado. 

5. Evaluar la proliferación celular por qRT-OCR en las neuroesferas 

derivadas de GD con Gas1 silenciado. 

 

HIPÓTESIS  
 

La disminución de la expresión de Gas1 promueve la proliferación en las neuroesferas 

derivadas del GD de ratón neonato. 
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METODOLOGÍA 

 

1. Generación de neuroesferas a partir de cultivos primarios. 

Los procedimientos se realizaron de acuerdo a la norma Mexicana NOM-062-ZOO-

1999 (SAGARPA) y siguiendo los lineamientos establecidos en la Guía para el Uso de 

Animales de Laboratorio Institucional (CINVESTAV).  

Se utilizaron ratones postnatales de la cepa ICR (CD-1) de 2 a 4 días de nacidos, se 

sacrificaron por decapitación y se extrajeron los cerebros. Posteriormente se realizó la 

disección de la ZSV y el GD del hipocampo en solución salina de Hank (HBSS, Thermo 

Fisher Scientific) al 10 % de antibiótico (penicilina/estreptomicina). Los tejidos extraídos 

se lavaron 5 veces en solución HBSS al 10 % de antibiótico centrifugando a 12 000 

r.p.m. por 5 minutos y resuspendiendo en medio fresco. Después, los tejidos se 

incubaron en 0.1 % de tripsina y 0.04 % de ADNasa I disuelta con solución HBSS por 

30 minutos a 37 °C. Luego, los tejidos se disgregaron mecánicamente con una 

micropipeta, se centrifugaron a 12 000 r.p.m. por 5 minutos y el pellet se resuspendió 

en medio DMEM/F12 suplementado con EGF (20 ng/mL, Goldbio), bFGF (20 ng/mL, 

Goldbio), suplemento B27 (GIBCO, Invitrogen Life Technologies) al 2 % y antibiótico al 

1 %. La suspensión celular se pasó por un filtro estéril de 40 μm para después contar y 

sembrar a una densidad de 400000-600000 células por caja Petri de 35 mm. Los 

cultivos se incubaron a 37 ºC  con 5% CO2 por 1 semana, para poder hacer el primer 

pasaje. 

2. RT-PCR 

Se extrajo ARN mensajero por el método de TRIzol y columnas XXX. Después se 

realizó el procedimiento estándar con DNAsa I y posteriormente la retrotrascripción se 

llevó a cabo utilizando la enzima MMLV de acuerdo a las recomendaciones del 

fabricante. 
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Para la PCR de punto final se utilizó KAPA Taq ReadyMix (Nº cat. KK1006) en 

reacciones de 12.5 mL con 50 ng de cDNA. 

Se utilizaron los siguientes pares de oligos: 

Nombre Secuencias 5’3’ Tamaño 
de 

amplicón 
(pb) 

Actina Sen ATTTGGCACCACACTTTCTACA 378 
Actina Ant TCACGCGATTTCCCTCTCAG 

mGas1-Fw CCCTCTTCTGTGCGGTTTTC 161 
mGas1-Rv CCCTTCTCCAAGTCCATTGG 
mKi67-Fw GTCAGCATGGCATTCTACAG 176 
mKi67-Rv GGGTCTTCTTTGTCTCTTGC 
PANSHH 5' CCGACATCATATTTAAGGATGA  208 
PANSHH 3' GACGTGGTGATGTCCACTGC 

RETSEN5 CTGGTGAGACGGTACACAA 749 
RETANTSEN3 CAGGTGGAGAAGTTCCTGGT 

Sox2 RT-S TAGAGCTAGACTCCGGGCGATGA 
297 

Sox2 RT-AS TTGCCTTAAACAAGACCACGAAA  

Nanog-S TCAAGGCAGCCCTGATTCTTCTACC 
295 

Nanog-AS CAACCACTGGTTTTTCTGCCACC 

cMyc M-S TGACCTAACTCGAGGAGGAGCTGGAATC 

170 cMyc M-AS AAGTTTGAGGCAGTTAAAATTATGGCTGA
AGC 

 

Los protocolos de termociclado para cada par de oligos fueron: 

Protocolo de Termociclado actina 

Proceso Ciclos 
Temp 

° C 
Tiempo 

Desnaturalización 1 95 5 min 

Desnaturalización 

40 

95 30 seg 

Alineamiento 53 30 seg 

Extensión 72 30 seg 

Ext. Final 
1 

72 10 min 

Conservación 4 
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Protocolo de Termociclado Gas1 y ki67 

Proceso Ciclos 
Temp 

° C 
Tiempo 

Desnaturalización 1 95 5 min 

Desnaturalización 

38 

95 30 seg 

Alineamiento 56 30 seg 

Extensión 72 30 seg 

Ext. Final 
1 

72 10 min 

Conservación 4 

 

Protocolo de Termociclado SHH y RET 

Proceso Ciclos 
Temp 

° C 
Tiempo 

Desnaturalización 1 95 5 min 

Desnaturalización 

40 

95 30 seg 

Alineamiento 57 35 seg 

Extensión 72 50 seg 

Ext. Final 
1 

72 5 min 

Conservación 4 

 

Protocolo de Termociclado teórico Sox2, 
Nanog y cMyc 

Proceso Ciclos 
Temp 

° C 
Tiempo 

Desnaturalización 1 95 5 min 

Desnaturalización 

40 

95 30 seg 

Alineamiento 67 50 seg 

Extensión 72 20 seg 

Ext. Final 
1 

72 5 min 

Conservación 4 

 

3. Silenciamiento de Gas1 

Se realizó el silenciamiento de Gas1 en neuroesferas secundarias, con el siRNA-Gas1 

contra ratón (Nº de cat. sc-37436, SCBT), siguiendo las recomendaciones del 

fabricante. Se probaron dos concentraciones 5 y 10 pmoles del siRNA contra Gas1 en 
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cultivos con una concentración inicial de 40000 mil células por pozo de caja de 48, el 

cultivo se mantuvo 3-4 días para poder realizar la transfección utilizando Lipofectamina 

3000. (Nº cat. L3000001) Pasando 24 horas se tomaron fotografías para el análisis 

morfológico, posteriormente se recolectó el contenido de 8 pozos en tubos Corning de 

15 mL y se centrifugaron por 5 minutos a 200 g, para poder retirar el medio y realizar la 

extracción de RNA con columnas Direct-zol™ RNA MiniPrep Plus (Nº cat. R2070T) de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

 

4. qRT-PCR 

 

Se estandarizó la qRT-PCR con los siguientes pares de oligos específicos para ratón: 

Nombre Secuencias 5’3’ 

Actina Sen ATTTGGCACCACACTTTCTACA 

Actina Ant TCACGCGATTTCCCTCTCAG 

mGas1-Fw CCCTCTTCTGTGCGGTTTTC 
mGas1-Rv CCCTTCTCCAAGTCCATTGG 
mKi67-Fw GTCAGCATGGCATTCTACAG 
mKi67-Rv GGGTCTTCTTTGTCTCTTGC 
Sox2 RT-S TAGAGCTAGACTCCGGGCGATGA 

Sox2 RT-AS TTGCCTTAAACAAGACCACGAAA  

Nanog-S TCAAGGCAGCCCTGATTCTTCTACC 

Nanog-AS CAACCACTGGTTTTTCTGCCACC 

cMyc M-S TGACCTAACTCGAGGAGGAGCTGGAATC 

cMyc M-AS AAGTTTGAGGCAGTTAAAATTATGGCTGAAGC 

 

Se realizaron curvas de eficiencia para cada par de oligo, utilizando KAPA SYBR FAST 

qPCR Kit Master Mix (2X) (Nº cat. KK4600) y el termociclador Eco Real-Time PCR 

System. Las curvas de eficiencia incluyeron 3 puntos en diluciones 1:10 por duplicado, 

obteniendo las siguientes eficiencias: 

Gen de interés Eficiencia promedio 

Actina 105.41 ± 7.97 
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Gas1 106.03 ± 5.96 

Ki67 102.09 ± 4.24 

Sox2 118.33 ± 6.32 

Nanog 119.28 ± 4.44 

c-Myc 111.36 ± 5.13 

n=3-6, Media ± Error estándar 

Los experimentos se llevaron a cabo en reacciones de 5 μL con 10 ng de cDNA y 200 

nM de cada oligo. El protocolo de termociclado para cada par de oligos fue: 

Protocolo de Termociclado Actina 

Proceso Ciclos 
Temp 

° C 
Tiempo 

Activación de la polimerasa 1 95 3 min 

Desnaturalización 

40 

95 30 seg 

Alineamiento 53 30 seg 

Extensión 72 15 seg 

Curva de disociación 1 95-55-95 15-15-15   seg 

 

Protocolo de Termociclado Gas1 y ki67 

Proceso Ciclos 
Temp 

° C 
Tiempo 

Activación de la polimerasa 1 95 3 min 

Desnaturalización 

38 

95 30 seg 

Alineamiento 56 30 seg 

Extensión 72 15 seg 

Curva de disociación 1 95-55-95 15-15-15   seg 

 

Protocolo de Termociclado Sox2, Nanog y cMyc 

Proceso Ciclos 
Temp 

° C 
Tiempo 

Activación de la polimerasa 1 95 3 min 

Desnaturalización 
35 

95 30 seg 

Alineamiento/Extensión 60 30 seg 

Curva de disociación 1 95-55-95 15-15-15   seg 
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RESULTADOS 

1. Estandarización del cultivo de neuroesferas derivadas de giro dentado 

Los nichos neurogénicos tanto de animales neonatos como adultos, proporcionan un 

medio en el que las células troncales neurales pueden auto-renovarse y ante diversos 

estímulos, proliferar.(Bjornsson, Apostolopoulou, Tian, & Temple, 2015) Al realizar un 

cultivo primario de estas regiones en un medio libre de suero y con la presencia de 

factores de crecimiento y suplementos se forman estructuras esferoidales conocidas 

como neuroesferas.  

Existen diferentes cepas de ratones, ampliamente utilizadas en investigación, de las 

cuales sobresale la cepa C57/BL6 la cual muestra una tasa alta de proliferación celular 

en el giro dentado de ratones adultos,  mientras que la cepa ICR (CD-1) mostró la 

mayor tasa de sobrevivencia en este mismo tejido. (Kempermann, Kuhn, & Gage, 

1997) 

Por estos motivos decidimos comparar estas dos cepas utilizadas en nuestro 

laboratorio, bajo las condiciones de cultivo iguales. 

 

Figura 4. Formación de neuroesferas derivadas de la zona subventricular y el giro 
dentado de dos cepas de ratones, ICR(CD-1) y C57/BL6. En el lado izquierdo se muestran 

micrografías tomadas a los 8 días de cultivo. En la parte derecha se muestra la cuantificación 
de las neuroesferas formadas en cada campo en tres experimentos aislados. 
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Los cultivos celulares de neuroesferas derivados de la cepa ICR (CD-1) mostraron 

mejor rendimiento que la cepa C57/BL6 en nuestro laboratorio, siguiendo la 

metodología señalada. Con base en este resultado, se decidió trabajar con la cepa 

ICR(CD-1) para los experimentos subsecuentes (Fig. 4) 

 

2. Expresión genica de marcadores de troncalidad, mGas1 y RET  

Se evaluó la expresion de la proteina de interes, Gas1,  por RT-PCR de punto final en 

neuroesferasd derivadas de la zona subventricular y el giro dentado de raton neonato 

(Fig. 5). 

 

Figura 5. Expresión de mGas1 en 
neuroesferas derivadas de la ZSV y el GD 

de ratones neonatos. Como control 

positivo se utilizó cerebelo de ratón de 4 
semanas de edad 

 

Se evaluó la expresión de Shh y RET, 

siendo dos proteínas importantes en las 

vías principales que Gas1 modula. Así 

mismo se observa la expresión de cMyc, 

Sox2 y Nanog, los cuales son 

marcadores típicos de células troncales 

(Fig. 6). 

 

La expresión de cMyc se encuentra 

disminuida respecto a la línea celular de 

neuroblastoma N1E-115, lo cual es 

 
Figura 6. Expresión de marcadores de troncalidad 

y el proto-oncogen RET en neuroesferas 
derivadas de GD de ratón neonato. Como control 

positivo se utilizó a la línea celular de neuroblastoma 
de ratón, N1E-115. 
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normal debido a que este tipo de cáncer tiene amplificaciones en el gen de cMyc. El 

factor de transcripción Nanog no muestra diferencias respecto al control, mientras que 

Sox2 esta incrementado, esto era de esperarse debido a que las células de la 

neuroesfera poseen un mayor grado de pluripotencialidad que las de neuroblastoma. 

La expresión de la proteína Sonic hedgehog (Shh) se observa ligeramente disminuida 

con respecto a la línea celular N1E-115, Shh se sobreexpresa en diversos tipos de 

tumores, incluidos el neuroblastoma, por lo tanto este resultado es normal. Por ultimo 

se observa la ausencia del proto-oncogen RET en las neuroesferas derivadas de giro 

dentado, mientras que en el control se observa sobreexpresado, siendo algo 

característico de diversas líneas tumorales. (Schwab, Westermann, Hero, & Berthold, 

2003) (Xu et al., 2012) 

 

3. Estandarización de la transfección de las neuroesferas derivadas de GD de 

ratón neonato. 

Se realizó una prueba piloto transfectando un plásmido que expresa a la proteína verde 

fluorescente bajo un Enhancer, pEGFP-N1. Se utilizó una concentración inicial de 40 

000 células por pozo de una caja de 48 y se siguieron las recomendaciones del 

reactivo Lipofectamina 3000 (Nº Cat. L3000001) , usando una concentración de 0.5 μg 

de pEGFP-N1. 

 

 

Figura 7. Eficiencia de transfección pEGFP-N1. En el lado derecho se observan dos 

micrografías de epifluorescencia sobre campo claro de neuroesferas transfectadas con el DNA 
plasmídico después de 24 y 48 horas. En el lado izquierdo se observa la eficiencia de 

transfección en 4 experimentos aislados. 
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La eficiencia de transfección a las 24 horas fue del 22.42 ± 4.361 % y a las 48 horas de 

29.8 ± 2.959% (Fig. 7) similar a los reportado en la bibliografía. (McLenachan, Zhang, 

Palomo, Edel, & Chen, 2013) 

Con este resultado, se decidió utilizar el siRNA contra Gas1 de ratón (Nº Cat. Sc-

37436), con dos concentraciones, 5 y 10 pmoles, para escoger la dosis de trabajo. La 

concentración del mRNA de Gas1 se monitoreó por qRT-PCR. 

 

Figura 8. Disminución de la expresión de Gas1. Se muestra la cuantificación relativa del 
mRNA de Gas1 murino. NQR: Normalized Relative Quantity. 

 

Se observa una disminución del 52.5 ± 3.01% de la concentración relativa del 

mensajero de Gas1 con 10 pmoles del siRNA de Gas1 (Fig. 8), por lo tanto se utilizó 

esta última para los experimentos subsecuentes.  

 

4. Evaluación de los cambios morfológicos de las neuroesferas con el siRNA de 

Gas1 

Se tomaron micrografías a las 24 horas posteriores al silenciamiento de Gas1, se 

contaron el número de neuroesferas y el tamaño de las mismas para estudiar si hubo 

algún cambio en estos parámetros (Fig. 9). 
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Figura 9. El silenciamiento de Gas1 incrementa el diámetro de las neuroesferas 
derivadas de ratón neonato. Se muestran micrografías representativas de los cultivos a las 0 

y 24 horas con el siRNA control y el siRNA de Gas1. Se observan neuroesferas con diámetros 
cercanos a 400 μm ( Cabezas de flecha ) 

 

 

Figura 10. El silenciamiento de Gas1 incrementa el tamaño de las neuroesferas derivadas 
de GD. Cambios en el diámetro en las esferas derivadas de giro dentado con Gas1 silenciado 

tras 24 horas de cultivo. 

 

El silenciamiento de Gas1 promueve un aumento en el diámetro de las neuroesferas 

derivadas de GD de ratón neonato a las 24 horas de cultivo, se observa una 



 35 

disminución del 45.65 ± 4.411 en el porcentaje de neuroesferas con un diámetro menor 

a 200 micras con respecto al total, mientras que incrementan un 29.39 ± 6.84%  las 

neuroesferas de diámetro cercano a 400 micras (Fig. 10). 

 

También se observó una disminución en el numero es neuroesferas por campo con el 

silenciamiento de Gas1, el número decrece en 4.5 ± 3.542 esferas por campo (Fig. 11) 

 

 

Figura 11. El silenciamiento de Gas1 disminuyó el numero de neuroesferas por campo. 

Se obtuvo el promedio de esferas por campo a las 24 horas tras el silenciamiento de Gas1. 
 

5. Evaluación de la proliferación celular  

 

Al observar el incremento en el tamaño celular con el silenciamiento de Gas1, se 

decidió evaluar si este efecto se debía a un incremento en la tasa de proliferación, para 

esto se midió la expresión génica de Ki67, cMyc, Sox2 y Nanog por qRT-PCR. 
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Figura 12. El silenciamiento de Gas1 en las neuroesferas disminuyó la expresión relativa 
de mRNA de ki67. Se evaluaron también tres factores de troncalidad relacionados con la 

proliferación (cMyc) y la pluripotencialidad (Sox2 y Nanog). 
 

Los resultados de la qRT-PCR de ki67 mostraron una diminución del 84.25 ± 5.31% en 

las neuroesferas con Gas1 silenciado . Así mismo se observa una tendencia en los 

marcadores cMyc, Sox2 y Nanog a disminuir, sin embargo se requiere aumentar el 

tamaño de muestras para disipar parte del error estadístico (Fig. 12). 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

Gas1 es una proteína importante en el desarrollo embrionario, el grupo de Cheng-Mi 

Fan ha mostrado su papel como co-receptor de Shh, así como su importancia en la 

organogénesis al extender el gradiente de Shh, promover la palatogénesis, la 

formación del cerebelo, el aparato digestivo, el aparato genitourinario, etc., mientras 

que regula negativamente la proliferación en la retina o en los progenitores del sistema 

nervioso entérico. (Y. Liu, May, & Fan, 2001; Martinelli & Fan, 2007; Seppala et al., 

2007) 

La disminución de la expresión de Gas1 tiene dos efectos contrarios, por un lado al 

silenciar su expresión promueve la proliferación y metástasis en diversas líneas 

cancerosas. (Gobeil et al., 2008; Li et al., 2016; Zhao et al., 2009) Este efecto podría 

deberse a que Gas1 actúa como un modulador negativo de la señalización de GDNF 

en la vía canónica, en donde se requiere la presencia de la proteína tipo tirosina cinasa 

RET, la sobreexpresión de Gas1 disminuye la fosforilación de esta proteína y a su vez 

la de Akt disminuyendo la viabilidad y la proliferación de células de neuroblastoma 

humano SH-SY5Y.(Lopez-Ramirez, Dominguez-Monzon, Vergara, & Segovia, 2008) 

(Zarco, Gonzalez-Ramirez, Gonzalez, & Segovia, 2012) 

En el presente trabajo se utilizó un modelo que nos permite aislar células troncales 

neurales, el cultivo de neuroesferas. En este modelo las células no diferenciadas 

crecen en ausencia de suero fetal bovino y en presencia de factores de crecimiento que 

actúan como mitógenos para las células no diferenciadas, en estas condiciones las 

células crecen como agregados esferoidales flotantes. El cultivo de células troncales 

mediante la formación de neuroesferas se describió por primera vez en 1992 por 

Reynolds y Weiss, a partir del cultivo de células extraídas del estriado de ratones 

adultos en presencia de factores de crecimiento demostraron la presencia de células 

troncales neurales en el cerebro adulto.(Reynolds & Weiss, 1992) Este modelo es una 

herramienta útil para el análisis de proliferación, autorenovación y diferenciación de las 

células troncales del sistema nervioso. Cada neuroesfera contiene una población 
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heterogénea entre células troncales de estirpe neural así como progenitores 

comprometidos a linajes gliales y neuronales. (Jensen & Parmar, 2006) 

El objetivo principal de este trabajo fue indagar el efecto que tendría el silenciar la 

expresión de Gas1, ya que en un trabajo previo se mostró que esta proteína se expresa 

abundantemente en neuroesferas derivadas de giro dentado y zona subventricular de 

ratones neonatos y adultos, mientras que en gliomaesferas derivadas de las líneas 

celulares C6 y U87 su expresión fue casi nula, lo que concuerda con diversos reportes 

que muestran la disminución de esta proteína en diversos tipos de cáncer, entre estos 

el cáncer colorectal y el melanoma. (Aguirre Pineda, 2016) (Tabla 1) Por lo que, en un 

principió se pensó que el silenciamiento de Gas1 en las células troncales neurales 

promovería un fenotipo tumoral, al incrementar la proliferación celular como se observó 

en las neuroesferas entéricas derivadas de un ratón Knock-out para Gas1. (Biau et al., 

2013) 

En primer lugar se observó la expresión de los factores de troncalidad cMyc, Sox2 y 

Nanog (Fig. 5). cMyc es un factor de transcripción también conocido como un oncogén, 

su función principal es promover el paso de la fase G1 a S durante el ciclo celular 

promoviendo un estado proliferativo.(Perez et al., 2011) 

La expresión de cMyc se encuentra disminuida respecto a la línea celular de 

neuroblastoma N1E-115, lo cual es normal debido a que este tipo de cáncer tiene 

amplificaciones en el gen de cMyc. (Schwab et al., 2003)  

El factor de transcripción Nanog actúa principalmente promoviendo la autorenovación y 

pluripotencialidad del tejido, este se expresa ampliamente en células madre 

embrionarias y en células troncales cancerosas. Los resultados de la RT-PCR de punto 

final no muestran diferencias respecto al control. (Mitsui et al., 2003) 

Sox2 es otro factor de transcripción que promueve la pluripotencialidad, durante la 

neurogénesis se expresa en las células en desarrollo del tubo neural, así como en los 

progenitores del sistema nervioso central, este factor baja su expresión cuando las 

células comienzan a diferenciarse. (Graham et al., 2003) 
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Se encontró un incremento en los cultivos derivados de giro dentado, esto era de 

esperarse debido a que las células de la neuroesfera poseen un mayor grado de 

pluripotencialidad que las de neuroblastoma, además que estas ultimas crecen en 

presencia de suero fetal bovino, el cual promueve la diferenciación.  

La expresión de la proteína Sonic hedgehog (Shh) se observa ligeramente disminuida 

con respecto a la línea celular N1E-115, Shh se sobreexpresa en diversos tipos de 

tumores, incluidos el neuroblastoma, por lo tanto este resultado es esperado. (Schwab 

et al., 2003)  

Por último se observa la ausencia del proto-oncogen RET en las neuroesferas 

derivadas de giro dentado, mientras que en el control se observa sobreexpresado, 

siendo algo característico de diversas líneas tumorales. (Manie, Santoro, Fusco, & 

Billaud, 2001)  

La usencia del mensajero de RET en las células troncales neurales concuerda con la 

expresión reportada en la embriogénesis de ratón, donde se ha reportado solo se 

expresa en la cresta neural, el ganglio de la raíz dorsal, el sistema nervioso entérico, la 

medula espinal, la retina y el riñón, estando ausente en los núcleos profundos del 

cerebro o en la corteza. (Pachnis, Mankoo, & Costantini, 1993)  

Probablemente este patrón diferencial en la expresión de RET delimita el papel que 

posee Gas1 para promover la apoptosis y/o arresto celular mientras que en la zona 

ventral del tubo neural promueve la proliferación mediada por Shh para la formación de 

diversos órganos como el cerebro, el cerebelo, el aparato digestivo y la división del eje 

derecha-izquierda.(Bond et al., 2002) (Apelqvist, Ahlgren, & Edlund, 1997; Levin, 2003; 

Roberts et al., 1995)   

El aumento de tamaño en las neuroesferas en las que se silenció a Gas1 parece 

indicar un aumento en la proliferación celular (Fig. 8 y 9), mientras la disminución del 

marcador de proliferación ki67 arroja una contradicción (Fig. 11). Existe la posibilidad 

de que el aumento en el diámetro esferoidal se deba a un fenómeno de hipertrofia, sin 

embargo no existen reportes que apoyen esta conjetura.  Otra explicación recae en la 
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capacidad de “coalescencia o cohesión” de este modelo celular, en el 2008 

Vangipuram y cols., reportan el incremento en el tamaño de esferas cultivadas en 

presencia de etanol, interesantemente no encontraron cambios en la proliferación 

celular o apoptosis, sino en la expresión de proteínas de adhesión, las cuales 

promovían la unión de varias esferas entre si. (Vangipuram, Grever, Parker, & Lyman, 

2008) Al contar el numero de esferas inicial y después de 24 horas de cultivo, se 

observó una diminución en la cantidad de las esferas que crecieron en presencia del 

siRNA de Gas1, este efecto no se observó en el control (Fig. 10).  Por lo que seria 

interesante evaluar cambios en la expresión de proteínas de adhesión, además 

muchas de estas proteínas se relacionan con la diferenciación y a su vez con cambios 

en el tamaño celular. (Bian, 2013) 

Se requieren más estudios para dilucidar el papel que tiene Gas1 en las células 

troncales neurales derivadas del giro dentado, tales como corroborar los datos 

obtenidos por técnicas que nos permitan evaluar la expresión proteína o monitorear el 

ciclo celular por citometría de flujo, lo que da pie a futuras investigaciones. 

 

CONCLUSIÓN 

La proteína Gas1 se encuentra expresada en las células troncales derivadas del giro 

dentado de ratones neonatos, estas células expresan marcadores típicos de 

proliferación y pluripotencialidad, tales como Sox2, cMyc, Nanog y Sonic Hedgehog. 

Sin embargo no expresan el mRNA de RET, por lo cual la vía principal que actúa en 

este modelo es la señalización mediada por Shh donde Gas1, promueve la 

proliferación y su ausencia, la disminuye, esto concuerda con lo observado por qRT-

PCR al encontrar a los marcadores ki67 y cMyc disminuidos. Los resultados 

presentados indican que la disminución de Gas1 disminuye la proliferación celular en 

las células troncales derivadas de GD. 
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PERSPECTIVAS 

Para evaluar la proliferación: 

 Ensayo de BrdU 

 Incorporación de PI 

 Inmunofluorescencia contra Ki67 

 

Para medir hipertrofia 

 Relación Proteína/DNA 

 Citometría de flujo de la esfera disgregada 

 

Para evaluar sobrevivencia 

 Expresión de p-Akt 

 Anexina 5 

 

Para análisis de coalescencia: 

 Monitoreo en tiempo real (Grabación) 

 Análisis de proteínas de adhesión 
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