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Resumen  

El cáncer de páncreas es uno de los cánceres más agresivos y metastásicos 

debido a un proceso llamado invasión perineural. La invasión perineural (PNI) es 

un proceso doloroso que proporciona una ruta alternativa para la diseminación y 

metástasis en el cuál las células cancerosas invaden los nervios circundantes. La 

PNI es un indicador de la agresividad del tumor y correlaciona con un mal 

pronóstico para los pacientes con cáncer de páncreas. El páncreas está inervado 

por el plexo celíaco, que se encuentra entre el páncreas y la arteria mesentérica. 

Se considera que el plexo pancreático es la principal vía de invasión del cáncer de 

páncreas. El gen Gas1, que codifica la proteína específica para detener el 

crecimiento (GAS1) se aisló de una biblioteca de sustracción de la línea celular de 

fibroblastos de ratón NIH3T3. GAS1 es estructuralmente similar a los miembros 

de los receptores alfa (GFRα) de la familia de ligandos de GDNF (GFL). Donde 

GAS1 actúa como un modulador negativo de la señalización intracelular inducida 

por GDNF e induce arresto celular y apoptosis en las células tumorales. Esta 

actividad moduladora es la razón de la capacidad de GAS1 para actuar como 

supresor de tumores. Por otro lado, PTEN es un supresor tumoral, inactivo en 

muchos tumores que al igual que GAS1 inhibe la vía PI3K/AKT. Por ello, en este 

proyecto determinamos el efecto de tGAS1 y PTEN-L sobre la viabilidad de la línea 

de cáncer de páncreas HPAF-II. Observamos una disminución en el número de 

células cuando fueron tratadas tanto con tGAS1 como con PTEN-L indicando que 

ambas moléculas inducen muerte celular en la línea HPAF-II. Sin embargo, la 

acción conjunta de Gas1 y PTEN fue siempre más efectiva que su aplicación 

individual. Además, se caracterizó la línea HPAF-II y se observó la expresión de 

GFRα3 y artemina quienes participan en los procesos de invasión perineural. De 

manera interesante, observamos que las células HPAF-II tratadas con tGAS1-

PTEN-L disminuyeron el proceso de invasión, evaluadas a través de las cámaras 

de Boyden. Asimismo, demostramos que el tratamiento con tGAS1-PTEN-L inhibe 

el crecimiento de los tumores generados al disminuir los niveles de fosforilación 

de AKT y ERK1/2. Estos datos sugieren que la aplicación simultanea de tGAS1 y 

PTEN-L son capaces de inducir la muerte celular, disminuir la invasión y el 

crecimiento tumoral lo que indica una posible inhibición de la metástasis. 
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Abstract  

Pancreatic cancer has become one of the most aggressive and metastatic, due to 

a process called perineural invasion. Perineural invasion (PNI) is a process in 

which cancer cells invade surrounding nerves, still an alternative route for 

metastatic spread and pain generation. PNI is believed to be an indicator of 

aggressive tumor behavior and has been shown to correlate with a poor prognosis 

in patients with pancreatic cancer. The pancreas is innervated by the celiac plexus, 

which is located between the pancreas and the mesenteric artery. The pancreatic 

plexus is the main invasion route for pancreatic cancer. The growth arrest specific 

Gas1 gene (GAS1) was isolated from a mouse fibroblast subtraction library 

NIH3T3. GAS1 is structurally like the alpha receptor (GFRα) members of the GDNF 

ligand family (GFL). GAS1 has been shown to act as a negative modulator of 

GDNF-induced intracellular signaling and induce cell arrest and apoptosis of tumor 

cells. This modulating activity is responsible for the ability of GAS1 to act as a tumor 

suppressor. On the other hand, PTEN is a tumor suppressor, inactive in many 

tumors, and both GAS1 and PTEN inhibit the PI3K / AKT pathway. Therefore, in 

this project we determined the effect of tGAS1 and PTEN-L on the viability of the 

HPAF-II pancreatic cancer line. We observed a decrease in the number of cells 

treated with both tGAS1 and PTEN-L, these results indicate that tGAS1 and PTEN-

L induce cell death in the HPAF-II line, in addition the HPAF-II line was 

characterized, and the expression is reflected of GFRα3 and artemin. Interestingly, 

we observed that HPAF-II cells treated with tGAS1, or PTEN-L decreased the 

invasion process of the tumor cells evaluated through the Boyden chambers. We 

also show that treatment with tGAS1-PTEN-L inhibits the growth of tumors 

generated by decreasing the levels of AKT and ERK1/2 phosphorylation. These 

data suggested that the simultaneous application of tGAS1 and PTEN-L are 

capable of inducing cell death, reducing invasion and tumor growth, possibly 

inhibition of metastasis.  
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1.Introducción  

1.1 Cáncer de páncreas  

El cáncer pancreático representa uno de los tumores sólidos más agresivos, la 

sobrevivencia de los pacientes es de aproximadamente 5 años. Esto es atribuido 

principalmente al retraso en su diagnóstico, ya que en las etapas iniciales los 

síntomas son inespecíficos [1]. Clínicamente los principales signos y síntomas del 

cáncer pancreático son: mala digestión, náuseas, pérdida de peso, ictericia, 

esteatorrea, dolor abdominal o de espalda, según la ubicación del cáncer (cabeza, 

cuerpo o cola). El adenocarcinoma ductal pancreático (ADCP) es el más común y 

constituye el 90% de todos los cánceres pancreáticos [2,3,4,5]. En 2020 en 

México, el GLOBOCAN (Global Cancer Observatory) reportó una incidencia de 

4,985 casos (13.3%) de 37,352 casos totales, además de una mortalidad 4,720 

casos (13.1%) de un total de 36,030 reportados en América latina y el caribe [6,7].  

Las neoplasias pancreáticas se clasifican según su diferenciación histológica en 

epiteliales o no epiteliales y su comportamiento biológico en neoplasias benignas, 

premalignas o malignas. Las neoplasias epiteliales pueden ser exocrinas o 

endocrinas, mientras que las neoplasias exocrinas se clasifican además en 

ductales y acinares [8,9].  

 

1.2 Lesiones precursoras y alteraciones moleculares en ADCP  

En el cáncer de páncreas existen lesiones precursoras entre las que se encuentran 

neoplasias intraepiteliales pancreáticas (PanIN), neoplasias papilares 

intraductales (IPMN) y las neoplasias císticas mucinosas (MCN). En la figura 1 se 

observa la progresión del epitelio normal del conducto pancreático a 

adenocarcinoma pancreático, esto puede ocurrir por eventos en etapas tempranas 

como el acortamiento de los telómeros, la mutación del gen KRAS (Kirsten rat  
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sarcoma viral oncogene) y la pérdida del gen p16, mientras que en etapas tardías 

ocurre la pérdida de p53 y SMAD4/DPC [10,11,12].  

  

 
 
                Figura 1. Progresión del cáncer pancreático. Modificado de [10]. 

 

  

2. Invasión Perineural  

Uno de los procesos que ocurren en el cáncer de páncreas es la invasión 

perineural (PNI) que se define como la atracción de las células cancerosas a lo 

largo de los nervios y/o dentro de los espacios epineural, perineural y endoneural 

de la vaina neural, de tal manera que lo invaden ocasionando metástasis [13-15].  

La invasión perineural en el cáncer de páncreas ocurre porque las inervaciones 

de los plexos neurales permiten una interacción directa entre las células 

cancerosas con los nervios (Figura 2) [16,17].  



Terapia génica con tGAS1 y PTEN-LONG en la línea de cáncer de páncreas HPAF-II y en un modelo murino de cáncer pancreático. 

13  

 

 

Figura 2. Anatomía patológica del páncreas. Los plexos de la cabeza pancreática, que 

incluyen dos partes: el plexo pancreático capitali I, que se extiende desde el ganglio 

celíaco derecho hasta la parte interna superior del proceso uncinado del páncreas y el 

plexo pancreático capitali II, que se extiende desde la arteria mesentérica superior hasta 

el interior superior de la apófisis uncinada del páncreas; el plexo celíaco; el plexo periférico 

de la arteria mesentérica superior; el plexo arterial hepático y el plexo del bazo. Modificado 

de [16].  

  

 

El plexo pancreático derivado del ganglio celíaco se considera la ruta principal de 

invasión de las células de cáncer de páncreas, mientras que la propagación de las 

células cancerosas localizadas en el cuerpo y cola del páncreas se realizan a 

través de la inervación del plexo celíaco y el plexo esplénico (Figura 3) [17]. La 

inervación que presenta el páncreas explica la alta prevalencia de PNI en el cáncer 

de páncreas, aunque los mecanismos moleculares no están del todo claros. Sin 

embargo, el desarrollo de técnicas de biología molecular ha permitido confirmar la 

existencia de un fenómeno de “atracción mutua” entre las células de cáncer de 

páncreas y el tejido nervioso [18,19].    
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Figura. 3 Rutas de diseminación de las células cancerosas pancreáticas. En esta 

imagen se muestran las principales rutas que promueven la invasión perineural: El plexo 

pancreático derivado del ganglio celíaco y el plexus capitali pancreático que surge del 

ganglio mesentérico superior, se muestran en color amarillo en la izquierda de la figura y 

se consideran que son las principales rutas de invasión de las células de cáncer de 

páncreas que se ubican en la cabeza del páncreas. Y las principales rutas de 

diseminación de las células cancerosas en el cuerpo y cola del páncreas, son a través del 

plexo celíaco y plexo esplénico [19]. 
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2.1 Mecanismo molecular de la invasión perineural  

Las interacciones ligando-receptor, muchas veces estimulan vías de transducción 

de señales que regulan la actividad de factores de crecimiento, moléculas de 

adhesión y proteasas de la matriz extracelular. Estas señales promueven la 

proliferación en células cancerosas y el crecimiento de tejido nervioso, lo que 

eventualmente conduce a la invasión de células cancerosas en dicho tejido [17,20-

22] (Figura 4). 

    

Figura 4. Moléculas que participan en el proceso de Invasión Perineural. En la 

invasión Perineural participan varias moléculas entre ellas, neurotrofinas como el factor 

de crecimiento del nervio (NGF) el cual se une al receptor tropomiosina cinasa A (TRKA); 

factor neurotrófico derivado de cerebro el cual se une al receptor tropomiosina cinasa B 

(TRKB). Existen otros factores que son secretados como GFRα1 y el receptor Tirosina 

Cinasa RET (Re-arreglo durante la transfección), por otro lado, la artemina un miembro 

de la familia de GDNF forma un complejo con GFRα3 [19]. 
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Dentro de los mecanismos que promueven la invasión perineural se encuentran 

los siguientes: 

 

Incremento del Factor Neurotrófico Derivado del Cerebro (BDNF): Es un 

miembro de la familia de las neurotrofinas de factores de crecimiento con un papel 

importante en la supervivencia de las neuronas existentes, ya que promueve la 

sinapsis y el crecimiento de nuevas neuronas. El BDNF se asocia con un 

comportamiento maligno, que incluye la migración e invasión de las células 

tumorales [23]. 

Incremento de Neurotrofina 3: Existe evidencia que NT3 y su receptor TrkC se 

expresan en los nervios intratumorales dentro de los adenocarcinomas 

pancreáticos promoviendo la invasión perineural [24-26].  

Incremento del Factor de crecimiento nervioso (NGF): NGF es una 

neurotrofina, numerosos estudios revelan que el alto nivel de NGF en CP está 

estrechamente relacionado con la proliferación tumoral, inhibe la apoptosis de las 

células tumorales y promueve la invasión perineural [27].  

Incremento de la laminina: Es el principal componente de la matriz extracelular 

(MEC) se encuentra en la membrana basal y juega un papel importante en la 

diferenciación, adhesión y migración celular, así como en la transducción de 

señales, la laminina 332 promueve diversas funciones celulares, como la 

dispersión, migración, polarización, adhesión, proliferación y apoptosis, a través 

de placas de adhesión formados al interactuar con las integrinas α3β1 y α6β4 

afectando la transducción de señales, lo que desempeña un papel clave en la 

invasión tumoral y la metástasis [29,30]. 

Presencia de quimiocinas: Son una familia de proteínas de bajo peso 

molecular. Las quimiocinas se dividen con base a su función en: quimiocinas 

homeostáticas, inflamatorias o de doble función. En general las quimiocinas 

homeostáticas están involucradas en el control de la migración celular. 
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 Además, las quimiocinas y sus receptores específicos facilitan la diseminación 

tumoral en cada etapa de la progresión, incluida la adherencia de las células 

tumorales al endotelio, la extravasación de los vasos sanguíneos, la proliferación 

y la angiogénesis [31].  

3. La artemina y su participación en el cáncer de páncreas  

La artemina es un ligando del factor neurotrófico derivado de la línea de células 

gliales; el cual promueve la invasividad de las células cancerígenas de páncreas. 

Al respecto en el 2018, Want y colaboradores demostraron que la artemina y 

CXCR4 se sobreexpresan en tejidos cancerosos y en líneas celulares de cáncer 

de páncreas lo que incrementa la migración e invasión de las células cancerosas 

pancreáticas, a través de la vía de señalización de AKT y ERK1/2/NF-κB/CXCR4.  

Observaron que la vía de señalización de ERK1/2 y AKT en las células tratadas 

con la artemina desencadena una mayor acumulación de NF-κB en el núcleo, lo 

que posteriormente promueve la expresión de CXCR4.  Ellos concluyeron que al 

regular positivamente la expresión de CXCR4, la artemina favorece la migración y 

la invasión en las células de cáncer de páncreas [32-35].  

En otro estudio por Zhang y colaboradores en el 2021, revelaron que las células 

TER esplénicas (células no inmunes) que se encuentran incrementadas en el bazo 

secretan el factor neurotrófico artemina y promueven la metástasis y la 

sobrevivencia de las células cancerosas PDAC a través de la activación de su 

receptor GFRα3 y la fosforilación de ERK y AKT [36].  
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4. Vía de señalización de GDNF   

El factor neurotrófico derivado de la glía (GDNF) se une predominantemente a 

GFRα1, neurturina (NRTN) a GFRα2, artemina (ARTN) a GFRα3 y persefina 

(PSPN) a GFRα4. Sin embargo, la unión- ligando a los correceptores de GFRα´s 

a veces es promiscua [37]. Los complejos GFL-GFRα se asocian con el dominio 

extracelular de RET (Rearreglo durante la transfección), lo que promueve la 

dimerización y activación de su dominio intracelular de cinasa, para estimular 

múltiples vías de señalización descendentes [38] (Figura 5). GDNF se une a su 

ligando GFRα formando un complejo que atrae a RET a las balsas lipídicas, lo que 

induce la dimerización y el cambio conformacional de RET que permite la 

autofosforilación de sus sitios tirosina (Y1062) para activar la vía PI3K y AKT lo 

que promueve la proliferación y supervivencia celular. Se ha evidenciado que 

Gas1 inhibe este proceso de proliferación al disminuir la fosforilación de la tirosina 

1062 de RET y reducir la activación de AKT, estimulando la muerte celular por 

apoptosis [39].  

 

Figura 5. El receptor de tirosina quinasa RET. Los GFL no interactúan directamente 

con RET, pero se unen con los correceptores GFRα´s para formar un complejo 

heterodimérico, que luego puede reclutar a RET en subdominios de la membrana de la 

balsa lipídica. Una vez unido al complejo ligando-correceptor, los cambios 

conformacionales facilitan la asociación del monómero RET a través de los dominios de 
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homología de cadherina y conducen a la dimerización y autofosforilación del receptor (P) 

[38]. 

 

 

5. Señalización independiente de RET  

La ARTN señaliza de forma independiente de RET a través de otros receptores 

[40].  Al respecto se ha evidenciado que la artemina puede unirse a un receptor 

alternativo como la molécula de adhesión celular neural (NCAM) activando vías 

de señalización intracelular. Otros ligandos de la familia de los GFL como, GDNF, 

neurturina (NTN) y persefina (PSP) también pueden unirse con NCAM [40] en 

ausencia de sus receptores canónicos (Figura 6) [41-44]. 

 

Figura 6. Vías de señalización alternativas de las GFL´s. La vía tradicional GFL: GFRα- 

RET, pero se han descubierto otras vías que modulan la señalización de GFL a) Isoformas 

alternativas de RET, b) Señalización Src, c) GFRα soluble responsable de la activación 

de RET fuera de las balsas lipídicas d) GAS1, un receptor alternativo reciente de GFRα, 
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e) MET (protooncogén), f) NCAM (molécula de adhesión de células neutrales), g) 

integrinas, h) HSPG (Proteoglicano de Haparan Sulfato) [37]. 

La interacción NCAM-GFRα1 facilita la unión de alta afinidad ARTN-NCAM, lo que 

promueve la activación de la proteína tirosina-cinasa no receptora Fyn y la cinasa 

de adhesión focal (FAK) en células carentes de RET [45]. Además, al unirse ARTN 

con las cadenas laterales de heparina de syndecan 3 activa las vías Src (Figura 

7) [46]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Señalización de artemina. ARTN regula la activación del complejo receptor 

GFRα3/RET. ARTN se une a GFRα3 que se une a la membrana a través del anclaje GPI. 

El complejo GFRα1/RET es un receptor putativo para ARTN. Las cascadas activadas por 

GFL a través de RET incluyen la fosforilación de MAPK (p-ERK, p-p38 y p-JNK), PI3K-

AKT y Src. NCAM es un receptor de señalización alternativo para ARTN solo en presencia 

de GFRα1, lo que lleva a la activación de Fyn y FAK.  ARTN también interactúa con 
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Proteoglicano de Heparan Sulfato, regulando una vía alterna en ausencia de RET, a 

través de la activación de cinasas de tipo Src. [34]. 

6. GAS1 (Growth Arrest Specific 1)  

Gas1 es una proteína estructuralmente similar a los GFRα´s [47] que modula 

negativamente la señalización del GDNF, por lo que cuando se expresa induce 

arresto del ciclo celular y estimula apoptosis [48,49]. Esto convierte a esta proteína 

en una potencial alternativa terapéutica para el tratamiento del cáncer. GAS1 

también se expresa durante el desarrollo embrionario, donde actúa como 

modulador positivo de Sonic hedgehog (Shh) [50].   

Es importante destacar que GAS1 también regula la señalización de RET ya que 

puede unirse a dicha proteína de manera similar a como lo hacen los receptores 

GFL´s [51]. La interacción GAS1-RET induce dimerización y rearreglo 

conformacional de RET lo que estimula la autofosforilación de sus sitios de tirosina 

(Y1062), activando a PI3K/AKT, conduciendo a la célula a procesos de 

proliferación y supervivencia celular. Por otro lado, se propone que GAS1 inhibe 

la fosforilación de la tirosina 1062 del receptor RET, lo que conlleva a la 

inactivación de AKT que ya no puede fosforilar a BAD, el cual se transloca a la 

mitocondria y se une a BCL2/BCL-x, induciendo así la liberación de citocromo C, 

que junto con Apaf-1 y la caspasa 9 forman el apoptosoma, de este modo se activa 

a la caspasa 3 ejecutora, que induce la muerte celular por apoptosis (Figura 8) 

[39].  
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Figura 8.  Vía de señalización de GDNF/GFR-GAS1. En esta imagen se observan 2 

vías, de lado izquierdo la unión de GNDF a su ligando GFRα1,permite el reclutamiento de 

RET y da lugar a su autofosforilación, activando a PI3K y este a su vez activa a AKT, de 

esta manera fosforila a Bad, evitando su translocación a la mitocondria por lo que se 

inhibe la liberación del citocromo C, dando lugar a la proliferación y sobrevivencia celular, 

por otro lado de lado derecho se observa la vía propuesta por Zarco et,al,2012, la 

presencia de GAS1 reduce la fosforilación en tirosina 1062 inhibiendo la actividad de AKT, 

esto permite la defosforilación de Bad y consecuentemente su translocación a la 

mitocondria, dando lugar a la liberación del citocromo C, activando la vía de las caspasas 

[39].  

 

 

7. Características importantes de GAS1   

GAS1 presenta homología estructural con los receptores GFRα´s, los receptores 

de la familia de ligandos del factor neurotrófico derivado de la glía (GDNF) [47]. A 

través del programa ProtoNET 4.0 se encontró que GAS1 muestra una similitud 

con los GFRα1-4 en aves, roedores y primates. GAS1 está conformada por α-

hélices, una región carboxilo terminal y muestra un dominio D3 similar al de 

GFRα1 de rata (Figura 9).  
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Figura 9. GAS1 tiene una estrecha similitud estructural con los GFRαs. En la imagen 

superior se muestra un diagrama donde se indica la homología de los dominios D-N y D-

C de GAS1 con los dominios D2 y D3 de GFRα1, también se observa la presencia de 

los 5 puentes disulfuro en ambas proteínas. En la imagen inferior observamos la 

sobrexposición entre el dominio D-N (color verde) y D3 (color naranja) de GAS1 y GFRα1 

respectivamente [47].  

 

7.1 Efecto de la expresión de GAS1  

Los trabajos reportados en nuestro grupo de trabajo han evidenciado que la sobre 

expresión de GAS1 reduce la fosforilación de RET en la tirosina 1062 por lo que 

atenúa la señalización de AKT inducida por GDNF [39].   
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Como consecuencia en líneas celulares de glioblastoma C6 y neuroblastoma 

SH-SY5Y la expresión de GAS1 humano activa apoptosis, (véase figura 8) y 

reduce el crecimiento de gliomas [48,52].  

7.2 GAS1 soluble 

GAS1 guarda una estrecha similitud estructural con los GFRα´s, y al igual que 

ellos se puede producir una forma soluble por la acción de ciertas proteasas como 

la desintegrina y la metaloproteinasa (ADAM) 10 y 17 permitiendo la separación 

de GAS1 del ancla GPI [53].  Recientemente se reportó la presencia de una forma 

soluble de GAS1 en fluidos corporales como el líquido cefalorraquídeo, orina y 

plasma [54].  

En nuestro grupo de trabajo se generó una versión soluble de GAS1; la GAS1A315 

o tGAS1. Dicha proteína reduce la viabilidad celular y sugiere que tGAS1 ejerce 

un efecto modulador de forma paracrina en células C6 de glioblastoma (Figura 

10) [55,56].   
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 A)   B) 

 

Figura 10. Efecto de la forma soluble de tGAS1 en células de glioblastoma Murino. 

A) Representación esquemática de las diferentes formas de GAS1. La proteína completa 

incluye desde la fenilalanina 345 (GAS1), la forma truncada solo hasta la Arginina 315 

(tGas1). B) Los tratamientos con medio condicionado conteniendo tGAS1 

(25%,50%,75% y 100%) se observa la disminución de la viabilidad celular en 

comparación con el control. **P<0.05, ***P<0.001 [55].  

Además, Jiménez et al en el 2014 demostraron que la forma soluble de GAS1 es 

más eficiente que la forma completa de GAS1 para inducir muerte celular en un 

modelo de cáncer de mama triple negativo MDA-MB-231, observando una 

disminución en el número de células viables MDA-MB-231(Figura 11) [57]. Un 

dato interesante en este trabajo y que comparte con el modelo de este proyecto 

es que la línea MDA-MB-231 no expresa ni GDNF, ni RET, pero sí artemina y a 

su receptor GFRα3 por lo que se evaluó la activación de ERK1/2. Estos 

resultados demostraron que el tratamiento de las células MDA-MB-231 con 
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tGAS1 redujo la fosforilación de ERK1/2, demostrando que tGAS1 inhibe la 

actividad de la artemina para activar a ERK1/2 (Figura 12) [57].  

 

 

Figura 11. Sobreexpresión de GAS1 y tGAS1 disminuyen la viabilidad de las células 

MDAMB-231. A) Viabilidad de las células MDA-MB-231 de expresión regulable no se 

modifica en comparación con las silvestres en ausencia de tetraciclina) Reducción en el 

número de células MDA- GAS1 y MDA-tGAS1 vivas tras la exposición a tetraciclina (n=3 sin 

tetraciclina, n=4 con tetraciclina) ANOVA de un factor y Duncan post hoc ***P<0.001 [57].   

  

A) B) 
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Figura 12. tGAS1 disminuye la activación de ERK bloqueando la señalización de la 

artemina. A) Análisis por Western blot de la fosforilación de ERK1/2 en presencia y 

ausencia de tGAS1 y la artemina, B) Análisis densitométrico de pERK1/2 [56].  

El efecto combinado de GAS1 y PTEN en sus formas completas y solubles mejora 

el efecto individual de cada proteína en la muerte celular como se observó con la 

línea de glioblastoma humano U-87 MG (Figura 13) [58].  

 
 

Figura 13. Comparación del efecto de las formas completas y solubles de GAS1 y  

PTEN sobre la viabilidad celular. Porcentaje de células U-87 MG viables, determinadas 

con azul de tripano en diferentes tiempos, después de la transfección con GAS1, PTEN o 

ambas aplicadas simultáneamente, así como con las formas solubles, tGAS1, PTEN-L o 

ambas simultáneamente [58].   
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También se evidenció en un modelo in vivo de glioblastoma el efecto de un vector 

lentiviral que expresaba las formas solubles de tGAS1 y PTEN-L, donde 

observaron una disminución en el peso y volumen del tumor en comparación con 

los controles. Por lo que determinaron la vía de señalización de AKT y ERK 

observando una disminución en la fosforilación de ambas proteínas (Figura 14).  

 
Figura 14. Efecto de la expresión de tGAS1-PTEN-L en un modelo de ratón in vivo. A) 

Inhibición de la fosforilación de AKT y ERK en extractos de proteínas totales de los tumores 

tratados con tGAS1-PTEN-L [58]. 

 

8. PTEN (Homologo de fosfatasa y tensina eliminado en el cromosoma 10)  

El homólogo de fosfatasa y tensina eliminado en el cromosoma 10 (PTEN) es una 

fosfatasa dual, es decir tiene actividad fosfatasa tanto para proteínas como para 

lípidos. PTEN se descubrió por primera vez como un supresor de tumores con 

funciones reguladoras de crecimiento y supervivencia [59].   

PTEN es un regulador negativo de la vía de señalización de AKT ya que 

desfosforila el fosfatidilinositol-3, 4, 5-fosfato (PIP3) a fosfatidilinositol-2,4 (PIP2) 

(Figura 15) [60]. Cuenta con un dominio PBD, que se encuentra en el extremo N 

terminal de PTEN, el cual es importante para la localización en la membrana y la 

actividad catalítica de PTEN, mientras que el C-terminal, contiene un dominio 

PDZ un dominio importante que sirve para la regulación y estabilidad de PTEN 

(Figura 16) [61-63].  

A) 
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Figura 15. PTEN actúa como un antagonista de PI3K desfosforilando PIP3 y 

convirtiéndolo de nuevo en PIP2. La unión de diversos ligandos a sus receptores de 

superficie celular afines activa PI3K. Los receptores incluyen muchos factores de 

crecimiento y citocinas, así como quimiocinas y neurotransmisores y sus receptores. La 

PI3-cinasa activada fosforila el fosfoinositol de membrana PI (4,5) P2 convirtiendo una 

pequeña fracción de este lípido en PI (3,4,5) P3 que luego continúa la cascada de 

señalización regulando un gran grupo de unión a PIP3 proteínas que incluyen AKT [60]. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.16 Regulación de PTEN por modificaciones postraduccionales. PTEN es 

modificada ampliamente por fosforilación en sus dominios C2 y Carboxilo terminal. Otras 

modificaciones incluyen ubiquitilación, oxidación, sumoilación y acetilación. Una forma 

extendida N-terminal de PTEN, de longitud PTEN, inicia la traducción cadena arriba en 
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un codón CTG en marco, agregando 173 aminoácidos. El segmento adicional contiene 

un péptido señal (rectángulo marrón) para la entrada en la vía secretora y un tramo de 

residuos R para la captación en las células adyacente [61]. 

 

8.1 Variantes de PTEN  

En el año 2013 se identificó una isoforma de PTEN a la que denominaron PTEN 

Long (PTEN-L que es una variante transcripcional y se traduce desde el codón de 

inicio CUG de la región de traducción alternativa (ATR), en el extremo N-terminal 

de PTEN [64].  

PTEN-L puede ser secretado por una célula y ser captado por otras células 

vecinas para inhibir la vía de señalización de PI3K-AKT tanto in vitro como in vivo 

[65]. PTEN -Long comparte los mismos dominios con PTEN, además la región de 

traducción alternativa (ATR) contiene una secuencia señal de polialaninas 

secretables (Poli-A), un motivo celular permeable de poliarginina (Poli-R), una 

secuencia de localización nuclear (NLS, QKKPRH), así como una hélice α de 

unión a membrana (MBH) (Figura 17).  

 

Figura 17. Estructura de dominio de las isoformas homólogas de fosfatasa y tensina  

(PTEN). (A) PTEN-corto (PTEN canónico), es traducido desde un codón de inicio AUG, 

(B) PTEN Long (PTEN-L) se traduce desde un codón de inicio CUG río arriba del codón 
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de inicio AUG clásico. PTEN-L contiene una región de traducción alternativa (ATR) que 

agrega 173 aminoácidos en el extremo N- terminal [62].  

 

8.2 PTEN-L secretable   

Se ha demostrado que PTEN se empaqueta en exosomas y puede ser secretada 

y permanecer fuera de la célula en estas estructuras, lo que además le permite 

ser transferido de una célula a otra por medio de vesículas (Figura 18 y 19) [66,67]. 

Los exosomas son vesículas extracelulares (EV) con un rango de tamaño de 

aproximadamente 40 a 160 nm (promedio ~100 nm) de diámetro con un origen 

endosómico. La invaginación de la membrana plasmática da como resultado la 

formación de cuerpos multivesiculares, que pueden cruzarse con otras vesículas 

y orgánulos intracelulares, lo que contribuye a la diversidad de los componentes 

de los exosomas. Dependiendo de la célula de origen, los exosomas, pueden 

contener muchos componentes de una célula, incluidos ADN, ARN, lípidos, 

metabolitos y proteínas citosólicas (Figura20) [68].   

 

 

Figura 18.  Tráfico de PTEN-LONG. (A) PTEN-LONG (Verde *) se traduce y puede actuar 

en su célula de origen de manera similar al PTEN canónico. PTEN-Long puede actuar en 

el núcleo 'N', el citoplasma 'C' o en la membrana plasmática 'PM'. (B) La traducción de 

PTEN-Long (Rojo *) ocurre en el retículo endoplásmico 'ER' y la proteína sintetizada se 

transporta en el lumen de la vesícula secretora. Posteriormente las vesículas viajan a la 

membrana donde se fusionan y liberan PTENLONG en el espacio extracelular. Una vez 

fuera de la célula, PTEN-LONG puede interactuar con proteínas y lípidos extracelulares, 
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así como con glicoproteínas heparinadas en la superficie celular para ingresar a las 

células. Una vez dentro de la célula, PTEN-LONG puede actuar como el PTEN canónico 

y circular dentro del citoplasma o migrar al núcleo, aumentando así la dosis intracelular 

de PTEN en la célula receptora [74]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Regulación de las formas secretadas de PTEN. PTEN puede generarse 

en una célula y luego actuar en otras, PTEN-L, una variante tradicional de PTEN 

identificada recientemente, que contiene todos los dominios de PTEN, presenta una 

región de traducción alternativa (ATR) en el extremo N-terminal, además de presentar 

173 aminoácidos adicionales. PTEN-L ATR contiene una secuencia señal con un sitio 

de corte putativo, que permite que PTEN-L sea secretado [74].  

 

Los componentes como proteínas, lípidos, metabolitos, moléculas pequeñas y 

iones pueden entrar en las células, junto con las proteínas de la superficie celular, 

a través de endocitosis y la invaginación de la membrana plasmática [69,70]. Los 

cuerpos multivesiculares (MVB) pueden fusionarse con los autofagosomas y en 
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última instancia, el contenido puede sufrir una degradación en los lisosomas. Los 

MVB que no siguen esta trayectoria pueden transportarse a la membrana 

plasmática a través de la red de citoesqueleto y microtúbulos de la célula y 

acoplarse en el lado luminal de la membrana plasmática con la ayuda de 

proteínas de acoplamiento de MVB.  

Posteriormente continua la exocitosis y da como resultado la liberación de los 

exosomas con una orientación de bicapa lipídica similar a la de la membrana 

plasmática [70]. Varias proteínas están implicadas en la biogénesis de exosomas 

e incluyen Rab GTPasas, proteínas ESCRT, así como otras que también se usan 

como marcadores para exosomas (CD9, CD81, CD63, flotillina, TSG101, 

ceramida y Alix). Las proteínas de la superficie del exosoma incluyen 

tetraspaninas, integrinas, proteínas inmunomoduladoras [72-75].  
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Figura 20. Identidad y heterogeneidad de vesículas extracelulares y exosomas. Los 

exosomas son una población muy heterogénea y tienen distintas capacidades para inducir 

una respuesta biológica. La heterogeneidad de los exosomas se puede conceptualizar en 

función de su tamaño, contenido, impacto funcional en las células receptoras y célula de 

origen. Distintas combinaciones de estas características dan lugar a una compleja 

heterogeneidad de exosomas [69].  
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9. Justificación  

El cáncer de páncreas representa uno de los tumores sólidos más agresivos y la 

sobrevivencia de los pacientes es de aproximadamente 5 años, principalmente por 

el retraso en su diagnóstico. El adenocarcinoma ductal pancreático (ADCP) es el 

más común y constituye el 90% de todos los cánceres pancreáticos. En México 

hay una incidencia de 4,985 casos (2.5%) y una mortalidad 4,720 casos (5.2 %).  

Está demostrado el papel de GAS1 para inhibir el crecimiento de diversos tumores 

como glioblastomas y cáncer de mama ya que disminuye la fosforilación de RET 

en la tirosina 1062 y por consiguiente disminuye la activación de AKT, llevando a 

la célula a procesos de muerte por apoptosis. También está reportado que el uso 

de PTEN suprime el reclutamiento de AKT a la membrana celular, favoreciendo la 

desfosforilación de PIP3 y por lo tanto su activación.  

En este proyecto sugerimos el uso de las dos proteínas GAS1 y PTEN solubles 

por su acción al disminuir la activación de AKT y ERK, siendo una interesante 

estrategia terapéutica en enfermedades como el cáncer de páncreas.  

 

10. Hipótesis  

 

El uso de tGAS1 y PTEN-L solubles inhibirá la proliferación, la invasión celular e 

inducirá muerte celular en un modelo in vitro e in vivo de cáncer de páncreas. 

11. Objetivo general  

Evaluar el efecto de tGAS1 y PTEN-L sobre la viabilidad, invasión celular in vitro 

y en un modelo de cáncer de páncreas.   

 



Terapia génica con tGAS1 y PTEN-LONG en la línea de cáncer de páncreas HPAF-II y en un modelo murino de cáncer pancreático. 

36  

 

12.Objetivos específicos   

1. Evaluar la expresión basal de GAS1, PTEN y de las proteínas asociadas a la 

familia de GDNF: artemina, RET, GFRα3 en la línea de cáncer de páncreas HPAF-

II.  

2. Evaluar el efecto en la proliferación de las células HPAF-II transfectadas con los 

plásmidos: tGAS1, PTEN-L y tGAS1-PTEN-L simultáneamente.   

3. Evaluar la actividad de la caspasa 3 como marcador de la apoptosis en las 

células tratadas con las formas solubles de tGAS1, PTEN-L, tGAS1-PTEN-L. 

4.Evaluar el efecto de tGAS1, PTEN-L y tGAS1-PTEN-L en la vía de señalización 

de: AKT, ERK. 

5. Evaluar el efecto de las formas solubles de tGAS1, PTEN-L, tGAS1-PTEN-L 

sobre la invasión de las células HPAF-II. 

6.Realizar un modelo de cáncer de páncreas heterotópico, en ratones 

inmunosuprimidos con la línea celular HPAF-II y evaluar el efecto de los lentivirus 

tGAS1-PTEN-L  

7. Determinar la expresión de AKT, ERK1/2 y Caspasa 3 en los tumores tratados 

con los lentivirus tGAS1-PTEN-L. 
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13. Materiales y métodos  

13.1 Cultivo celular HPAF-II  

La línea celular de cáncer de páncreas HPAF-II (adenocarcinoma pancreático 

humano, donado por el Dr. Daniel Martínez Fong) es una línea derivada del líquido 

ascítico peritoneal de un varón de raza blanca de 44 años con adenocarcinoma 

pancreático primario con metástasis en el hígado, el diafragma y los ganglios 

linfáticos.  

Las células de cáncer de páncreas humano HPAF-II fueron cultivadas en medio 

RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino inactivado por calor al 10% 

(Gibco Life Technologies), 100 U/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina 

(Gibco Life Technologies) y se mantuvieron a 37°C en una atmósfera de 95% de 

aire y 5% de CO2.   

Por otra parte se cultivaron células de neuroblastoma humano SH-SY5Y y células 

de glioblastoma humano U-87 MG en DMEM-HG (Dulbecco's Modified Eagle 

Medium High-Glucose) (Gibco Life Technologies)(estas líneas fueron usadas 

como controles positivos en los experimentos de caracterización de la línea HPAF-

II) complementado con suero fetal bovino inactivado por calor al 10% (Gibco Life 

Technologies), L-glutamina 2 mM (Sigma-Aldrich), 100 U/ml de Penicilina, 100 

µg/ml de Estreptomicina (Gibco Life Technologies), y mantenida a 37°C en una 

atmósfera de 95% de aire, 5% de CO2.   
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13.2 RT- PCR de punto final  

La extracción de ARN total se realizó utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen), de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se trataron 2 µg de 

ARN con ADNasa (Invitrogen) y se realizó la retro-transcripción a cDNA utilizando 

1µl de transcriptasa inversa M-MLV (Invitrogen), la reacción de la muestra con 

M-MLV se mezcló e incubó a 37ºC por 50 min, posteriormente se incubó a 70ºC 

por 15 min para inactivar a la enzima, posteriormente se realizó la PCR. Para 

amplificar el RNAm de GAS1 humano, se utilizaron los siguientes 

oligonucleótidos: Fw:5´ CTGTGCCTGATGGCGCTGCTGC-3 y Rv: 

5ʹATGAGGGCCGAGATGCAGTGA-3ʹ, para la β- actina humana: Fw 

5´TGGCACCACACCTTCTACA 3´, Rv:5´-TCAC -GCACGATTCC -3′ [52]. Para 

amplificar GFRα1 humano, se utilizaron los siguientes oligonucleótidos: 5 ́- 

CTGCAGCACCAAGTACCGCA-3ʹ y 5ʹ-ACCTTGACTCTGGCTGGCAGT-3ʹ [76]. 

Para amplificar RET humano, se utilizaron los siguientes oligonucleótidos: Fw: 

5GGGATCACCAGGAACTTCTCC-3ʹ y 5ʹ-GGGAGGCGTTCTCTTTCAGC-3ʹ 

[52]. Para amplificar GDNF humano, se usaron los siguientes oligonucleótidos: 

Fw:5ʹGAAGTTATGGGATGTCGTGGC-3ʹ y 5ʹ-GACAGGTCATCATCAAAGGCG-

3ʹ diseñados en el programa primer-BLAST. Para amplificar la ARTN humana, se 

utilizaron los siguientes oligonucleótidos: Fw: 5ʹ- 

CAGCCTAAAAGACACACCAGAGAC-3ʹ y Rv:5ʹ-

GCACTTTCAACCAAGCAACTGC-3ʹ diseñados en el programa primer-BLAST. 

Para amplificar GFRα3 humano, se utilizaron los siguientes oligonucleótidos: 

Fw:5ʹCTCTGCCTCAAGTTTGCCATG-3ʹ y 5ʹ-CAGGGTTTTCATTCTGGTGTGC-

3ʹ, diseñados en el programa primer-BLAST.  Los productos de la PCR se 

obtuvieron después de 40 ciclos de amplificación con una temperatura de 

hibridación de 55ºC - 66°C.  
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13.3 Transfección de vectores de expresión  

Para todos los tratamientos se sembraron 1 x 106 células HPAF-II en placas de 

60 mm y se cultivaron hasta que alcanzaron una confluencia de 

aproximadamente un 80-90%. Después de 24h, las células se transfectaron con 

lipofectamina 3000 (Invitrogen) según el protocolo del fabricante, con cada uno 

de los siguientes plásmidos de expresión: tGAS1 (pLenti6.3 / TO / V5-tGAS1) y 

PTEN-L (JpExpress404 PTEN- Long) o la combinación: tGAS1 y PTEN-LONG 

(PTEN-L) (pLenti6.3 / TO / V5-tGAS1 y JpExpress404 PTEN-Long), descritas 

anteriormente [39]. Como control, las células se transfectaron con el plásmido 

pDsRed2-N1 (proteína roja fluorescente), las células tratadas solo con 

lipofectamina y las células no tratadas también se usaron como controles. Todas 

las transfecciones se llevaron a cabo en las mismas condiciones: 10 µg de 

plásmidos y 24 µl de lipofectamina 3000 (Invitrogen, Cat. # L3000001).  

13.4 Ensayos de viabilidad celular  

Para realizar los ensayos de viabilidad celular, se sembraron 60,000 células en 

placas de 24 pozos. La viabilidad fue evaluada a las 24, 48, 72 y 96 h después de 

la exposición a los tratamientos, la viabilidad celular se determinó mediante la 

técnica de exclusión de Azul Tripán (Sigma Aldrich).  

13.5 Análisis de Western blot  

La extracción de proteínas se realizó utilizando una solución de lisis que contenía 

un cóctel de inhibidores de proteasas (Cat No.11697498001, Merck), y la 

cuantificación de proteínas se realizó utilizando el método del ácido bicinconínico 

(Pierce; Rockford, IL). Se procesaron 50 µg de proteína total y se separaron en 

geles SDS-PAGE al 12%, los geles se corrieron a 100V por 1h y se transfirieron a  
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membranas de PVDF. Las membranas se bloquearon por 1h a temperatura 

ambiente en agitación con leche libre de grasas al 5% con TBS-tween, 

posteriormente se incubaron a 4ºC con los anticuerpos primarios contra AKT total 

(Cat No. 4691,Cell Signaling Technology, 1:5000), AKT fosforilado (Cat No. 

9271,Cell Signaling Technology,1:1000), PTEN (Santa Cruz Biotechnology, 1:250) 

ERK 1/2 (Cat No.9102S,Cell Signaling Technology,1:5000), ERK fosforilado (Cat 

No. 9106S,Cell Signaling Technology, 1:500), β-actina (Cat No.A3854,Sigma 

Aldrich,1:10,000). Las membranas fueron lavadas y después se incubaron por 1h 

con el anticuerpo secundario correspondiente, el anti-conejo y el de anti-ratón 

(Invitrogen, 1:3000). La presencia de las proteínas se reveló por 

quimioluminiscencia (Perkin Elmer), las imágenes de las películas se analizaron 

usando el sistema UVP BioImaging System y los análisis densitométricos se 

analizaron con el software LabWorks (UVP, Upland, CA).  

13.6 Determinación de la apoptosis a través de la activación de la caspasa 3 

La extracción de las proteínas se obtuvo usando una solución amortiguadora de 

lisis que contenía inhibidores de proteasas (Cat No. 11697498001, Merck). Se 

tomaron 50 µg de proteína de los cultivos celulares de la línea HPAF-II y de los 

tumores y se procesaron en geles SDS-PAGE, luego se transfirieron a membranas 

de PVDF (BioRad) que después se bloquearon durante 1h con una solución de 

leche al 5% / en TBS/Tween al 0,1%. Las membranas se incubaron durante la 

noche con anticuerpos primarios contra Caspasa-3 humana (diluida 1: 300; Cat 

No. 9662, Cell Signaling Technology). Los lavados posteriores se realizaron con 

TBS/Tween al 0,1% y luego las membranas se incubaron durante 1h con anti-

conejo diluido 1: 500 (Invitrogen), seguido de lavados con TBS/Tween al 0,1%. La 

presencia de proteínas se reveló por quimioluminiscencia (Perkin-Elmer). Las 

imágenes se capturaron y analizaron como se describió anteriormente.  
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13.7 Cultivo primario de células del ganglio de la raíz dorsal  

Se utilizaron ganglios de la raíz dorsal (DRG), de ratones CD1 postnatales de 2-7 

días de edad, para los ensayos de invasión in vitro. Todos los procedimientos 

animales se realizaron de acuerdo con la legislación mexicana vigente NOM-

062ZOO-1999 (SAGARPA) y de acuerdo con la Guía para el Cuidado y Uso de 

Animales de Laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud (NIH) y aprobada 

por el Comité Institucional (CICUAL del CINVESTAV). Los DRG se colocaron en 

un tubo Falcon de 15 ml con medio neurobasal sin suplementos, se centrifugaron 

a 1800 rpm por 2 min, posteriormente se colocó 1 ml de medio neurobasal con 

0.020 mg de tripsina y 10 mg de DNAsa I y se incubaron a 37ºC en una atmósfera 

de 95% de aire y 5% de CO2 durante 30 min, luego se disociaron mecánicamente 

con una pipeta Pasteur. El producto de este procedimiento se centrifugó durante 

2 min en medio RPMI y se lavó con solución salina de Hank equilibrada fría (HBSS) 

(Gibco Life Technologies); este procedimiento se realizó tres veces. Después del 

último lavado, se eliminó el sobrenadante y la suspensión celular se colocó en una 

placa de cultivo de 35 mm (Corning) con cubreobjetos de 12 x 10 mm (Corning) 

pre-tratados con poli-L-lisina (Sigma-Aldrich). Las células se incubaron en medio 

neurobasal con suplementos: B27 (Gibco B-27 suplemento 50X, No de catálogo 

17504-044) N2 (Gibco N-2 suplemento 100X, No de catálogo 17502-048), 

Piruvato, L-glutamina 2 mM (Sigma - Aldrich), 100 U / ml de Penicilina y 100 µg / 

ml de Estreptomicina (Gibco Life Technologies), y mantenidos a 37°C en una 

atmósfera de 95% de aire y 5% de CO2.  
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13.8 Inmunofluorescencia  

Los cultivos de DRG se fijaron con p-formaldehído al 4% (Sigma-Aldrich) 

preparado en PBS (pH 7,4) y se incubaron con BSA al 1% (Jackson 

ImmunoResearch) y el anticuerpo contra β-tubulina-III (TUJ-1) (diluido 1: 500, Cat 

No. MCA-1B12, EnGGcor Biotechnology). El anticuerpo secundario fue Cabra-

Anti- IgG de ratón (H + L) (diluido 1: 300 Cat No. 115-095-003, Jackson 

ImmunoResearch) con fluoresceína (FITC) - Afinipure. Las células fueron 

contrateñidas con DAPI para revelar los núcleos.  

Las imágenes se obtuvieron con un microscopio de epifluorescencia Olympus 

BX51 acoplado a una cámara CoolSNAP-Procf Color con el software Image-Pro-

PLUS (Media Cybernetics, Inc.).  

13.9 Efecto de las formas solubles de tGAS1, PTEN-L y tGAS1-PTEN-L sobre 

la invasión neuronal  

Se obtuvieron los medios condicionados de células transfectadas con los 

plásmidos de expresión tGAS1, PTEN y tGAS1-PTEN-L a partir de células HPAF-

II transfectadas con lipofectamina 3000 (Invitrogen). Los medios condicionados 

fueron centrifugados y filtrados en poros de 0.22µm (Millipore) antes de su 

aplicación.  

14. Ensayo de invasión in vitro  

Los ensayos de invasión se realizaron utilizando un método modificado de cámara 

de Boyden en placas de 24 pocillos que contenían 12 inserciones de cultivo para 

células con membranas con tamaño de poro de 8 µm (Costar, Corning Inc.). 

Brevemente, se agregaron 50 µl de matrigel (Falcon) en los insertos de cultivo y 

se mantuvieron durante 1h a 37°C. Posteriormente se sembraron 3x104 células  
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cancerosas (HPAF-II) en la cámara superior de placas de 24 pocillos en medio de 

cultivo al 0.1 % de suero. Las cámaras inferiores se sembraron con células DRG 

(ver Materiales y métodos) y las células se incubaron con el medio obtenido de 

cultivos que contenían tGAS1, PTEN-L y tGAS1-PTEN-L, y el medio de control 

que contenía FBS al 10%. Se permitió que las células invadieran a través de la 

membrana recubierta de matrigel durante 48h y las células no invasoras se 

eliminaron de la membrana superior. Las células se fijaron por 15 min con p-

formaldehído al 4% y se tiñeron con violeta cristal al 0,1% y se contaron las células 

que cruzaron los filtros.  

 

14.1 Producción lentiviral  

Los vectores lentivirales se obtuvieron como se describió anteriormente [39]. 

Brevemente, pLenti6.3 / TO / V5-tGAS1-p2A-PTEN-L y pLenti6.3 / TO / V5-EGFP 

se produjeron de acuerdo con el protocolo del fabricante (ViraPowerTM 

HiPerformTM TRExTM GatewayTM Expression System,Invitrogen) y 

transfectadas independientemente en células HEK 293FT usando lipofectamina 

3000 (Invitrogen, Cat No. L3000001). Después de 48h de incubación, se 

obtuvieron los medios de cultivo que contenían los lentivirus, el medio de cultivo 

se recuperó y se centrifugó a 30,000 rpm por 2.5h, se filtraron y se concentraron. 

El título viral se determinó posteriormente de acuerdo con el protocolo del 

fabricante.  

 

 

14.2 Determinación de los niveles de GAS1 y PTEN por ELISA  

La técnica de ELISA se realizó usando kits comerciales de ELISA para GAS1 

DuoSet humano (R&D Systems, EE. UU.; Cat No. DY2636) y para PTEN humano 

(Cell Signaling Technology, EE. UU, Cat No. 7882), en los medios de cultivo de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante.  
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14.3 Modelo de tumor in vivo  

Los experimentos se realizaron de acuerdo con la legislación mexicana vigente 

NOM-062-ZOO-1999 (SAGARPA) y de acuerdo con la Guía para el Cuidado y Uso 

de Animales de Laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud y aprobada por 

el Comité Institucional (CICUAL del CINVESTAV). Los animales (ratones macho 

nu/nu) se mantuvieron con acceso ad libitum a alimentos y agua en condiciones 

asépticas con sistemas de control de luz y clima. Se inocularon por vía subcutánea 

1 x 106 células HPAF-II en los flancos de ratones desnudos macho de 6-8 semanas 

de edad (nu/nu) y se dejaron crecer hasta que el volumen del tumor alcanzó 

aproximadamente 30 mm3. Posteriormente, a los animales se les inyectó por vía 

intratumoral durante 3 días (días 0, 2 y 4) con 1.5 × 106 vp (partículas virales) de 

virus tGAS1-p2A-PTEN-L, lentivirus EGFP o medio de cultivo sin suero, a un 

volumen final de 6 µl. Se determinó el crecimiento del tumor y se calculó el 

volumen del tumor usando la siguiente fórmula: V = (largo x ancho2) /2. Cuatro 

semanas después del inicio de los tratamientos, los animales se sacrificaron 

mediante dislocación cervical, los tumores se disecaron, pesaron, 

homogeneizaron y procesaron para la extracción de proteínas con un tampón de 

lisis que contenía un cóctel inhibidor de proteasas (Completo; Sigma-Aldrich) para 

determinar la expresión de AKT, ERK1 / 2, y sus formas fosforiladas y la caspasa-

3 mediante ensayos de Western blot, como se describió anteriormente.  
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14.4 Análisis estadístico  

Para la viabilidad celular, los niveles de proteína determinados por análisis de 

Western blot, el ensayo de invasión, el peso del tumor y los niveles de GAS1, 

PTEN por ELISA en tumores, usamos ANOVA de una vía seguido de la prueba de 

comparación múltiple de Duncan o la de Tukey. Para el análisis del crecimiento 

tumoral, se analizaron los datos in vivo del volumen tumoral con observaciones 

independientes a lo largo del tiempo en la misma unidad experimental utilizando 

un método de parcelas divididas, de acuerdo con el siguiente modelo de volumen 

tumoral: Vi, j, k = µ + Tri + εij + tk + [Tr * t] i, k + δi, j, k; donde εij ~ N [0, σ2 fp] y δi, 

j, k ~ N [0, σ2 sp] (donde fp es la parcela completa y sp es la parcela dividida), los 

tratamientos (Tr) i = 1, 2 y 3 representan vehículo, EGFP y tGAS1-PTEN-L, 

repeticiones j = 1, 2 y 3, tiempo k = 0, 2, 4, 6, 8, 10,13,16,19 y 28 días, pruebas 

posthoc de Duncan se realizaron para mostrar las diferencias entre los 

tratamientos y la interacción temporal de los tratamientos. Las pruebas se 

realizaron utilizando el software NCSS o SPSS. p <0.05 se consideró significativo.   
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               15. Resultados   

15.1 Caracterización de la línea celular HPAF-II  

La expresión de Gas1, GFRα1, Ret, artemina, Gdnf, GFRα3 se evaluó en la línea 

celular HPAF-II a través de la RT-PCR (Figura 21A) y se utilizaron como control 

positivo para Gas1 la línea celular SY-SY5Y (sin suero, condiciones de detención 

del ciclo celular) y como control positivo para la artemina, Gdnf y GFRα3 la línea 

celular U87. En los resultados de la caracterización de las células HPAF-II, se 

observó que la línea expresó artemina y GFRα3 (figura 21 A). La artemina es un 

ligando de la familia de GDNF que se acopla a su receptor GFRα3, involucrado 

con la proliferación, invasión y angiogénesis. También observamos que la línea 

HPAF-II no expresó Gas1, GFRα1, Ret ni Gdnf y por Western blot se evaluó la 

ausencia de PTEN (Figura 21 B), demostrando que la línea HPAF-II no expresa 

PTEN, por lo que está línea celular es un modelo para evaluar el tratamiento 

combinado de GAS1 y PTEN.  

 

 

Figura 21. Caracterización de las células de cáncer de páncreas HPAF-II. (A) Las 

células HPAF-II no expresan gas1, gfrα1, ret ni gdnf, pero expresan artemina y su 

receptor, gfrα3. Se utilizaron células SHSY5Y y U87-MG como controles positivos. (B) Las 

células HPAF-II no expresan PTEN, el cual se evaluó mediante el análisis de Western 

blot; se utilizaron células SH-SY5Y como control positivo; como control de carga se usó 

la β-actina. 
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15.2 Efecto de las formas solubles de GAS1, PTEN-L y tGAS1-PTEN-L sobre la 

viabilidad celular  

Una vez que se caracterizó la línea celular HPAF-II, realizamos ensayos de 

viabilidad celular. Las células se transfectaron con las formas solubles de GAS1 y 

PTEN-L de forma independiente y simultánea, además como controles usamos, 

células sin tratamiento, células tratadas con lipofectamina y células transfectadas 

con el vector que expresa el gen reportero de la proteína roja fluorescente (RFP).   

De manera interesante las células HPAF-II tratadas de forma simultánea con 

GAS1 y PTEN-L solubles fue el mejor tratamiento, puesto que disminuyeron su 

viabilidad desde las 24h, tal como se observa en la gráfica, este efecto fue más 

evidente a las 48, 72 y 96h (Figura 22 A, B, C, D). Observamos que el tratamiento 

independiente con Gas1 y PTEN-L ejercen un efecto menor a las 24 h y 48 h 

comparado con el tratamiento simultáneo, si bien su efecto también disminuye la 

viabilidad de las células desde las 24,48, 72 y 96 h de manera eficaz, es importante 

mencionar que la línea HPAF-II no expresa GDNF ni RET, por ello sugerimos que 

en el caso de GAS1 puede estar actuando a través de una vía independiente de 

RET, por los antecedentes del laboratorio se ha evidenciado que tGAS1 inhibe la 

actividad de la artemina de tal manera que impide activar la vía de ERK1/2 [57]. 

La vía de ERK regula procesos celulares como el crecimiento, proliferación celular, 

diferenciación y apoptosis [77]. Mientras que el tratamiento con PTEN-L actúa 

directamente en la vía de AKT al disminuir su fosforilación [57] es por ello que 

observamos una disminución sobre la viabilidad celular desde las 24h en 

comparación con los controles, mientras que, con el tratamiento combinado, al 

estar presentes ambas proteínas, se observa un mejor efecto, al actuar sobre 2 

vías de señalización, AKT y ERK1/2 respectivamente.  
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Figura 22. Comparación del efecto de las formas solubles de GAS1 y PTEN sobre 

la viabilidad celular. Los gráficos muestran el porcentaje de células HPAF-II viables a 

diferentes tiempos después de la transfección con GAS1, PTEN o ambos transfectados 

simultáneamente (24,48,72 y 96h). Los controles fueron células HPAF-II no tratadas, 

células tratadas con lipofectamina o transfectadas con el plásmido de la proteína roja 

fluorescente (RFP). tGAS1 y PTEN-L fueron más efectivos juntos que cuando se 

transfectaron de forma individual. ANOVA de una vía seguido de la prueba de Duncan. 

*p<0.05, **p<0.001, ***p<0.001; n=3.  

 

 

15.3 Efectos de tGAS1, PTEN-L y tGAS1-PTEN-L solubles en la vía de 

señalización de ERK y AKT   

Para determinar el mecanismo molecular inducido por tGAS1, PTEN-L y la 

aplicación simultánea de tGAS1-PTEN-L sobre la viabilidad celular, determinamos 

la actividad de las vías de señalización asociadas con estas proteínas: AKT y 

ERK1/2. Las células HPAF-II se transfectaron de forma independiente con tGAS1, 

PTEN-L y tGAS1-PTEN-L de forma simultánea, como controles usamos, células 

no tratadas, células tratadas con lipofectamina o transfectadas con el plásmido de 

la proteína roja fluorescente (RFP). 48 h después de la transfección, se observó 

que PTEN-L inducía una reducción significativa en la actividad de AKT (Figura 23 

A). Aunque se observó una tendencia a disminuir, tGAS1 no redujo 

significativamente la fosforilación de AKT (Figura 23 A). Por otro lado, tanto tGAS1 

como PTEN-L promovieron disminuciones significativas en la fosforilación de ERK 

A) B) C) D) 
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1/2, un efecto que fue aún más contundente cuando se transfectaron de forma 

simultánea (Figura 23 B). Finalmente evaluamos por Western blot la activación de  

 

la caspasa-3 como un marcador de muerte celular por apoptosis, los resultados 

indicaron una activación de caspasa-3, en las células tratadas con tGAS1 y PTEN-

L, con tGAS1 es un efecto discreto y se observa que es mayor con PTEN-L y con 

el tratamiento combinado de tGAS1-PTEN-L (Figura 23 C). Estos datos muestran 

que el tratamiento combinado con tGAS1 y PTEN-L activa exitosamente un 

proceso apoptótico en las células de páncreas de origen canceroso HPAF-II 

(Figura 23). 

 

Figura 23. Efectos de las formas solubles de GAS1 y PTEN sobre las vías de 

señalización intracelular y la apoptosis. (A) Efectos de las formas solubles de GAS1 

y PTEN, y cuando se transfectan simultáneamente sobre la actividad de AKT (pAKT es 

la molécula fosforilada y tAKT es el total); (B) efectos de las formas solubles de GAS1 y 

PTEN, y transfectadas juntas sobre la actividad de ERK1 / 2 (pERK1 / 2 es la molécula 

fosforilada y tERK1 / 2 es el total); los paneles de la izquierda muestran experimentos 
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representativos y los paneles de la derecha, el análisis estadístico de tres experimentos 

independientes; (C) apoptosis demostrada por la activación de la caspasa-3, la β-actina 

es el control de carga.  ANOVA de una vía seguida de la prueba de comparaciones 

múltiples de Tukey. *p<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; n=3.  

 

 

15.4 Efecto de tGAS1, PTEN-L y tGAS1-PTEN-L sobre la invasión de las 

células de cáncer de páncreas   

Para evaluar los efectos de tGAS1 y PTEN-L en el proceso de invasión de las 

células de cáncer de páncreas HPAF-II, utilizamos un modelo in vitro. Para ello 

realizamos los ensayos en cámaras de Boyden. Se sembraron neuronas DRG en 

la cámara inferior y células HPAF-II en la cámara superior, en filtros con poros de 

8.0 µm recubiertos con matrigel. Primero se determinaron los niveles de tGAS1 y 

PTEN-L en el medio condicionado de las células productoras HPAF-II 

transfectadas con los plásmidos de tGAS1 y PTEN de forma independiente 

(Figura 24 A). De manera interesante en contraste con el efecto sobre las células 

tumorales, observamos que ni tGAS1 ni PTEN-L, ni el tratamiento combinado 

tuvieron ningún efecto sobre la viabilidad de las neuronas DRG, lo que sugiere 

que estos tratamientos no afectan a las células sanas, (no tumorales) (Figura 24 

B). También demostramos que los cultivos primarios de DRG estaban 

enriquecidos con neuronas, como lo demostró la inmunofluorescencia contra la 

tubulina-β III. En estos cultivos, más del 95% de las células fueron positivas para 

este marcador neuronal (Figura 24 C). Finalmente, determinamos los efectos de 

los tratamientos sobre la capacidad de invasión de las células HPAF-II, como se 

puede observar en la (Figura 24 D), la incubación con medios que contienen 

tGAS1 o PTEN-L redujo significativamente la migración de las células tumorales. 

De manera interesante, la aplicación combinada de los dos agentes tuvo un mejor 

efecto que cuando se usan de manera independiente. Estos datos demuestran  
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que la presencia de formas solubles de tGAS1, PTEN-L y la combinación de 

tGAS1-PTEN-L inhiben la invasión de las células cancerosas HPAF-II. 

 

A) 

 

 B) C) 
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D)      

  

 

 

 

  
Figura 24. Efecto de las formas solubles de GAS1, PTEN-L y tGAS1-PTEN-L de 

forma simultánea sobre la invasividad de las células de cáncer de páncreas. (A) 

Niveles de las formas solubles de GAS1 y PTEN en medios condicionados de las células 

productoras HPAF-II (izquierda transfectada con tGAS1; centro con PTEN-L; derecha con 

tGAS1 y PTEN-L); (B) Número de células viables de DRG en presencia de los diferentes 

medios condicionados; (C) Inmunofluorescencia de los cultivos de DRG contra tubulina 

β-III (panel izquierdo), núcleos revelados con DAPI (panel central) y fusión de los dos 

canales (panel derecho). (D) Porcentaje de células cancerosas HPAF-II que cruzaron la 

membrana hacia las células DRG incubadas en presencia de los diferentes medios 

condicionados; el panel inferior muestra un experimento representativo. ANOVA de una 

sola vía, seguido de la prueba de comparación múltiple de Tukey. ** p <0.01, *** p <0.001; 

n = 3.  
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15.5 Efecto in vivo del vector lentiviral que expresa la forma soluble de tGAS1-

PTEN- L sobre el crecimiento tumoral   

Ya que observamos que el tratamiento combinado con tGAS1 y PTEN-L ejercía 

los efectos más fuertes al inhibir el crecimiento de células tumorales y la invasión 

de células cancerosas pancreáticas in vitro, decidimos probar un sistema de 

expresión lentiviral que produce cantidades equimolares de ambas proteínas [38] 

en un modelo in vivo. Se inocularon por vía subcutánea células HPAF-II en los 

flancos de ratones desnudos macho de la cepa (nu/nu). Cuando los tumores 

alcanzaron un volumen de aproximadamente 30 mm3, se inyectaron los lentivirus 

productores de tGAS1-p2APTEN-L, usamos como controles lentivirus productores 

de EGFP o el mismo volumen de vehículo a los días 0, 2 y 4. Se determinó el 

crecimiento tumoral por 28 días después del inicio del tratamiento, cuando se 

sacrificaron los ratones, se observó una disminución significativa en el crecimiento 

tumoral ,determinado por el peso y el volumen de los tumores tratados con el virus 

tGAS1-PTEN-L en comparación con los controles (Figura 25).  
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Figura 25. Efecto de la expresión de tGAS1-PTEN-L sobre el crecimiento tumoral. 

Se inocularon células HPAF-II en los flancos de ratones nu/nu, por vía subcutánea, 

cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 30 mm3, recibieron el mismo volumen 

de vehículo (medio de cultivo sin suero), virus que expresan EGFP o tGAS1-PTEN-L (A) 

Peso de los tumores después de los diferentes tratamientos (B) Volumen de los tumores 

tratados con tGAS1-PTEN-L en comparación con los controles a lo largo del tiempo. (C) 

Tamaño de los tumores después de los tratamientos (regla en cm). ANOVA seguido de 

Tukey (A); prueba post-hoc de Duncan (B). ** p <0,01, *** p <0.001; n = 3 para vehículo; 

n = 4 para EGFP n = 4 para tratamientos con tGAS1-PTEN-L.  

  

B)   

C)   

A) 
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Por otro lado, para determinar los mecanismos moleculares asociados con la 

inhibición del crecimiento tumoral, medimos los niveles de GAS1 y PTEN en los 

tumores tratados. Cómo mencionamos anteriormente, la expresión de ambos 

indujo niveles de expresión altos e iguales en los tumores tratados, mientras que 

se observó una expresión baja o indetectable de GAS1 y PTEN-L en los tumores 

de control (Figura 26 A y B). De acuerdo con los resultados en las pruebas in vitro 

anteriores (Figura 23), observamos disminuciones en las formas activas de AKT y 

ERK 1/2 en los tumores tratados, en comparación con los grupos control (Figura 

26 C y D). Además, también mostramos la activación de caspasa 3 en tumores 

tratados con tGAS1-PTEN-L, en comparación con los controles, lo que demuestra 

un proceso apoptótico causado por el tratamiento tGAS1-PTEN-L (Figura 26 E).  

En conjunto, los datos aquí presentados demuestran que la expresión simultánea 

de las formas solubles de GAS1 y PTEN inhiben el crecimiento tumoral, estimulan 

la apoptosis y reducen la capacidad de invasión de las células de cáncer de 

páncreas.   
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B)   

C)   

D)   
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Figura 26. Efectos de tGAS1-PTEN-L sobre las vías intracelulares y la apoptosis de 

las células tumorales. (A y B) Niveles de Gas1 y PTEN en tumores; (C) actividad de 

AKT en tumores, experimento representativo (izquierdo) y análisis estadístico (derecho), 

(D) actividad de ERK1/2 en los tumores, experimento representativo (izquierdo), análisis 

estadístico (derecho), E) Apoptosis de células tumorales como lo muestra la actividad 

de la caspasa 3. ANOVA de una vía seguido de la prueba de comparación múltiple de 

Tukey. ** p <0.01, *** p <0.001; n = 3 - 4 (A – D).   

E) 
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16. Discusión  

 

En este trabajo demostramos a través de la caracterización celular por PCR que 

la línea HPAF-II no expresa Gas1 ni GDNF, pero interesantemente si expresan 

artemina (ARTN) y su receptor GFRα3, y se sabe que la ARTN es un ligando de 

la familia de GDNF que se acopla a su receptor GFRα3, el cual está involucrado 

en los procesos de proliferación, invasión y angiogénesis, que promueven la 

malignidad del cáncer. Además, se verificó por Western blot la ausencia de la 

proteína PTEN. Se ha evidenciado que la señalización de los GFL es diversa y 

ARTN puede señalizar de manera independiente de RET, esto al tener afinidad 

por otros receptores [40].  Por un lado, la presencia de GFRα1 facilita la unión de 

ARTN con NCAM, activando proteínas tirosina cinasa no receptoras como Fyn en 

células carentes de RET [45]. 

Si bien la línea HPAF-II que usamos en este estudio, no expresa GFRα1, si 

expresa GFRα3 y su ligando ARTN, por lo que sugerimos que tanto NCAM como 

la proteína tirosina cinasa Syn 3 podrían estar implicadas en la señalización de 

ARTN, es importante señalar que la ARTN puede unirse a las cadenas laterales 

de heparina de los sindecanos y activar la vía Src, en ausencia de receptores 

GFRα´s [46]. Además, en un estudio previo en nuestro laboratorio se demostró 

que tGAS1 interrumpe la interacción entre ARTN y GFRα3 en un modelo de cáncer 

de mama MDA-MB-231 en ausencia de RET [56], estos resultados son 

consistentes con los datos de este trabajo. 

Por otro lado, también está demostrado que las formas solubles de tGAS1 y 

PTEN-L promueven la muerte celular en un modelo de glioblastoma humano, 

PTEN-L es una forma soluble de PTEN que disminuye la señalización de PI3K 

tanto en las células productoras como en las células vecinas, inhibiendo el 

crecimiento tumoral. En este proyecto se usó un sistema lentiviral p2A que 

produce cantidades equimolares de tGAS1 y PTEN-L [57] por lo que evaluar el 



Terapia génica con tGAS1 y PTEN-LONG en la línea de cáncer de páncreas HPAF-II y en un modelo murino de cáncer pancreático. 

59  

efecto simultáneo de las dos proteínas en un modelo de cáncer de páncreas fue 

el objetivo principal de este proyecto.   

Después de la caracterización celular, demostramos por ensayos de viabilidad que 

desde las 24 h hasta las 96 h disminuyen el número de células de cáncer de 

páncreas tratadas solo con tGAS1 o PTEN-L (Figura 22) y que dichas proteínas 

tienen mejor efecto cuando los cultivos celulares las expresan directamente 

(lentiviral) (Figura 22A-D), estos resultados son consistentes con lo reportado en 

nuestro laboratorio.   

Con base en estos primeros resultados, nuestro siguiente objetivo consistió en 

evaluar el efecto de las formas solubles de GAS1 y PTEN de manera individual y 

juntas sobre la invasión de las células cancerosas, un proceso característico del 

cáncer de páncreas [27,28,78-81], ya que al ser proteínas solubles tendrían un 

mayor alcance y por lo tanto un mejor efecto. Para ello utilizamos cultivos 

primarios de ganglio de raíz dorsal (GRD) los cuales fueron sembrados en los 

pocillos de las cámaras de Boyden y en las canastillas las células tumorales sobre 

una capa de matrigel con los medios de cultivo de las diferentes condiciones, es 

decir expuestos a los medios que contenían: tGAS1, PTEN-L y tGAS1-PTEN-L y 

los respectivos controles.   

De manera interesante demostramos que los medios condicionados redujeron el 

paso de las células tumorales a través del matrigel, pero se observó que el medio 

condicionado que contenía las proteínas combinadas de tGAS1-PTEN-L mostró 

un mejor efecto en comparación de las proteínas de tGAS1 y PTEN-L de manera 

independiente (Figura 24 D), además demostramos por ensayos de viabilidad 

celular que los medios condicionados no afectaron a las células de GRD, esto 

quiere decir que no afectan las células sanas (Figura 24 B). Con estos datos se 

demuestra que la presencia de las formas solubles de tGAS1 y PTEN-L inhiben 

la capacidad de invasión de las células tumorales pancreáticas de manera 

exclusiva. Recientemente se ha reportado que la vía de señalización que se 

activa por medio de la artemina es AKT y ERK [27,28,82], por lo que sugerimos 

que la acción de GAS1 disminuye la fosforilación de ERK, como se ha reportado  
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en trabajos previos en el laboratorio, donde Jiménez et al., evidenció que GAS1 

inhibe la migración de las células de cáncer de mama MDA-MB-231, bloqueando 

a ERK, además de que GAS1 disminuye la vascularización tumoral [56] y por otro 

lado el papel de PTEN que disminuye la fosforilación de AKT, de modo que la 

combinación de ambas proteínas ejerce un efecto en la reducción de la invasión 

perineural in vitro.  

 

Los resultados in vitro llevaron a evaluar nuestro sistema en un modelo 

heterotópico en ratones nu/nu inmunodeficientes, donde probamos un sistema 

de expresión lentiviral de tercera generación que produce cantidades 

equimolares de ambas proteínas [57].  

Los ratones que fueron tratados con los virus que expresaban ambas proteínas 

redujeron significativamente el volumen del tumor (Figura 25 B) en comparación 

con los controles, los ratones tratados con el vehículo o con los virus que 

expresan la proteína verde fluorescente (Figura 25 B y C). Esta reducción en el 

tamaño del tumor se debe a la acción conjunta de tGAS1 y PTEN-L, el cual se 

evidenció con la reducción en la fosforilación de AKT y ERK respectivamente 

(Figura 26). 

 Otro punto interesante mencionar es la activación de la caspasa 3 en los tumores 

tratados con tGAS1-PTEN-L (Figura 26 E), estos resultados coinciden con los 

reportados por Zarco et al, quien demostró que GAS1 induce muerte celular por 

apoptosis indicando que este es uno de los mecanismos por el que GAS1 actúa. 
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17. Conclusión  

Los resultados de este proyecto mostraron que la aplicación simultánea de las 

formas solubles de tGAS1 y PTEN disminuye el crecimiento tumoral y la 

invasividad de las células de cáncer de páncreas. Estos efectos ocurren por la 

inhibición de las vías de señalización intracelular de AKT y de ERK 1/2. El 

beneficio de utilizar formas solubles de GAS1 y PTEN es que tienen efectos 

autocrinos y paracrinos lo cual aumenta el rango terapéutico del tratamiento. 

Además, también es probable que el GAS1 soluble interfiera con los GFRα´s 

secretados por los nervios, reduciendo la PNI y la formación de metástasis. Por lo 

que consideramos que la administración combinada de tGAS1 y PTEN-L podría 

ser una importante terapia complementaria para el tratamiento del cáncer de 

páncreas.   
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18. Perspectivas 

➢ Analizar el efecto de tGAS1-PTEN-L en diferentes líneas de cáncer de 

páncreas. 

➢ Evaluar el efecto combinado de tGAS1, PTEN-L y tGAS1-PTEN-L en un 

modelo ortotópico de cáncer de páncreas. 

➢ Evaluar el efecto de tGAS1, PTEN-L y tGAS1-PTEN-L en el proceso de 

invasión perineural en un modelo in vivo.  
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