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1. Resumen: 
 
Los glioblastomas (GBMs) de acuerdo con la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) son astrocitomas de alto grado de origen glial astrocítico y constituyen 

una de las patologías del SNC más comunes y con el peor pronóstico para la 

vida, ocasionan la muerte  en más de la mitad de los pacientes diagnosticados 

en menos de 14 meses, independientemente de la conducta terapéutica 

radioterapéutica, quirúrgica o quimioterapéutica. Durante las últimas dos 

décadas se ha progresado en el análisis biomolecular de las neoplasias que 

afectan al sistema nervioso central con el objetivo de buscar nuevas 

alternativas terapéuticas.  

 

Hoy en día los glioblastomas permanecen refractarios a terapias 

convencionales. La neuro-oncología molecular ha esclarecido parcialmente el 

fenotipo de los glioblastomas identificando vías oncogénicas que pudieran ser 

susceptibles de tratamiento molecular (Tandon, et al.2009). Las vías de 

señalización mediadas por factores de crecimiento están alteradas y 

contribuyen a la oncogénesis por vía autocrina y/o paracrina. Algunas de las 

vías de señalización afectadas en los glioblastomas que han sido descritas son 

la vía de Cinasa de Fosfatidilinositol-3 del ingles Phosphatidylinositol 3-kinase 

(PI3K), Cinasa de Serina/Treonina (AKT), Cinasa de Serina/Treonina 

Fosforilada (pAKT), Sonic Hedgehog (SHH) y Factor Neurotrófico Derivado de 

la Glía del ingles Glial Derived Neurotrophic Factor (GDNF) (Tandon, et 

al.2009).  

 

El gen gas1 carece de intrones, lo cual sugiere que se originó por un 

retrotransposon. Codifica para una proteína de 345 aa y 37 kDa que se 

encuentra unida a glicosil fosfatidil inositol  y que posee una gran homología 

estructural con la familia de receptores de GDNF(Schueler-Furman et al.,2006).  

 

Hasta donde se conoce la expresión de Gas1 y de las proteínas relacionadas 

con la vía de señalización de GNDF no han sido descritas en glioblastomas sin 

procesamiento de laboratorio. Lo mas cercano a esto ha sido el estudio de 

cultivos primarios obtenidos de astrocitomas de alto grado, donde se ha 
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demostrado la ausencia de Gas1 y la presencia de las moléculas que forman 

parte de la  vía de señalización de GDNF. Es a través de esta vía y de la sobre-

expresión de Gas1 que se puede inducir apoptosis en cultivos primarios de 

gliomas de alto grado (Dominguez-Monzon et al., 2009).   

 

Recientemente se ha asociado de manera cuantitativa la disminución en la 

expresión de Gas1 con el acortamiento de los periodos libres de enfermedad 

en la recurrencia de cáncer de colon (Jiang et al . 2011). También se han 

descrito alteraciones en el gen gas1 en pacientes con holoprosencefalia, así 

como del morfogene relacionado a la señalización de Gas1 – SHH (Ribeiro et 

al., 2010).  

 

Por último, los hallazgos de nuestro laboratorio han indicado que la sobre- 

expresión de Gas1 en células tumorales in vitro e implantadas en ratones 

induce arresto celular y apoptosis (Benítez et al., 2007). Además de que es 

posible incrementar el campo de acción de Gas1 al generar vectores que 

codifiquen para una forma soluble de esta proteína (López- Ornelas et al.,  

2011). 

 

Por lo anterior se justifica el estudio de la presencia de Gas1 en glioblastomas 

multiformes en el momento post-quirúrgico inmediato para aplicar los 

conocimientos sobre Gas1 y la vía de señalización de GDNF al proceso natural 

de la enfermedad y así diseñar una estrategia terapéutica real y no solo 

paliativa contra estos tumores. 
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2. Introducción: 
 
2.1 Ciclo celular 
 
Los seres humanos son organismos multicelulares, cuyas células mantienen un 

ciclo que tiene como objeto perpetuar las características celulares. Este 

proceso es altamente regulado en metazoos y se compone de 4 fases 

principales: G1, S, G2, M (mitosis). La mitosis, se divide a su vez en 4 etapas 

profase, metafase,  anafase y telofase, que culminará con la formación de una 

nueva célula.  

 

Adicionalmente las células en forma fisiológica o patológica pueden entrar en 

una fase G0 cuando carecen de nutrientes o cuando el tejido ha alcanzado su 

diferenciación y tamaño final (fig. 1) 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

Figura 1 Fases del ciclo celular. Molecular Cell Biology (Lodish,) W. H. Freeman; 6th edition 

(June 15, 2007)   

 

2.2 Growth arrest specific 1 (Gas1) 
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El gen gas 1 (growth-arrest specific 1) fue aislado de la línea celular NIH3T3 en 

condiciones de privación de suero (Schneider et al., 1988). Este gen carece de 

intrones y contiene un solo exón. Esta localizado en el cromosoma 9q21.3-22.1 (Del 

Sal et al., 1994; Evodokiou et al., 1993). Codifica a una proteína de 345 aminoácidos 

que pesa aproximadamente 37 kDa, se encuentra unida por glicosilfosfatidilinositol 

(GPI) a la membrana celular (Stebel et al., 2000) . Conserva homología estructural con 

los receptores α de la familia de ligandos de GDNF (GFRα) la cual es de 

aproximadamente un 25% y comprende alrededor de 120-150 aminoácidos (Shueler-

Furman et al., 2006). 

 

Por otro lado se conoce que SHH y Gas1 se relacionan con el desarrollo embrionario 

de los pliegues interdigitales (Lee et al., 2001) y se ha estudiado su presencia de 

manera cooperativa en la perfección de las características fenotípicas de los ratones 

maduros (Allen et al., 2007; Martinelli y Fan, 2007).  

 

La señalización por medio de la vía SHH-Gli se ha relacionado al desarrollo del 

sistema nervioso y con la presencia y progresión de tumores en este mismo sistema 

(Ruiz et al., 2004). Además se ha descrito el efecto de Gas1 en el desarrollo de las 

estructuras de la línea media del sistema nervioso y las anormalidades en el gen gas1  

en  pacientes con holoprosencefalia (Gupta et al., 2011).  

 

En nuestro laboratorio se han logrado expresar formas solubles de Gas1, la cual 

puede actuar de manera paracrina y autocrina induciendo alteración de la vía de 

señalización de GDNF, que impide la auto fosforilación del receptor de tirosina cinasa 

(Ret) inhibiendo la activación del residuo de tirosina 1062 reduciendo la activación de 

AKT. Por lo que al reducir la activación de AKT las células son  llevadas a arresto 

celular y apoptosis  mediada por al actividad de la caspasa 3 (Zarco., et al 2012; 

López-Ramírez et al., 2008). 

 

2.3 Gas1 y otras entidades clínicas. 
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Gas 1 y cáncer colo-rectal 

 

Niveles bajos en la  expresión de gas1 de pacientes con cáncer colorectal han sido 

asociados a mayor recidiva y periodos más cortos libres de la enfermedad 

independientemente del grado de estadificación clínica, sexo, edad e infiltración 

linfovascular o peri neural al momento del diagnóstico (Jiang et al ., 2011). 

 

Gas 1 y melanoma 

 

El melanoma es un tipo de cáncer de piel que se manifiesta en los pacientes 

caucásicos en edad productiva preferentemente. Es considerado un problema de 

salud pública en especial en los países en los que la población es de piel clara por que 

este tipo de cáncer de piel es altamente agresivo y metástasico (Linja et al ., 2009). 

 

Se ha observado que cuando gas1 se expresa en la línea celular de melanoma B16-

F0 y estas células se inyectan en ratones. Gas1 induce apoptosis y reduce la 

capacidad del melanoma para generar metástasis (Linja et al ., 2009). 

 

Gas 1 y holoprosencefalia 

 

La holoprosencefalia es una enfermedad que se caracteriza por presentarse como un  

conjunto de anormalidades del desarrollo de las estructuras de la línea media del 

cráneo y el cerebro. Se han descrito anormalidades en gas1 en personas que 

presentan esta patología (Gupta et al., 2011). 
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2.4 Mecanismos moleculares de acción de Gas1 

 

Gas1 y p53 

 

Anteriormente se había propuesto la necesidad de la presencia de p53 para que gas1 

ejerciera su efecto. Sin embargo, actualmente se conoce que Gas1 es capaz de 

inducir apoptosis en tejido que expresa Gas1 y no p53 (Benítez et al, 2007).  

 

Gas1 y GDNF 

 

Gas1 induce apoptosis debido a que inhibe la cascada de señalización intracelular de 

GDNF (López-Ramírez, 2008).  GDNF forma parte de los ligandos de la familia de 

GDNF  (GFLs) (Hatinen et al., 2007), que incluyen al propio GDNF, neuturina (NRTN), 

artemina (ARTN) y persefina (PSPN). 

 

Cuando GDNF se une a su respectivo receptor GFRα1, la interacción de estos 

receptores con Ret  activa señales tales como: AKT, la cual actúa como una molécula 

que promueve la sobrevivencia, debido a que regula de manera negativa diversas 

proteínas involucradas en la apoptosis, tales como Bad y la procaspasa-9. 

 

Recientemente en nuestro laboratorio se demostró que las células SH-SY5Y,  

derivadas de neuroblastoma humano, expresan Gas1 cuando son privadas de suero y 

esta proteína inhibe de manera significativa la fosforilación del residuo Y1062 del 

receptor Ret reduciendo la activación de AKT (López-Ramírez et al., 2008). Por lo 

tanto proponemos que Gas1 actúa como modulador negativo de la señalización 

mediada por GDNF y que sus efectos pro apoptóticos en gliomas son debidos a que 

estos tumores dependen de esta vía para su proliferación (fig. 2) (Wiesenhofer et al., 

2000). 
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Figura 2. Modificada de Zarco et al., 2012. Vía de señalización de GDNF y el efecto propuesto 

de Gas1 sobre RET.  

 

 

2.5 Gas y Sonic Hedgehog (SHH) 

 

SHH es una proteína morfogénica relacionada al desarrollo del sistema nervioso 

central en los humanos y ejerce su efecto a través una serie de proteínas 

membranales (Cohen, 2009). La primera de esas proteínas es Patched (Ptch) que se 

encuentra de forma constitutiva inhibiendo a Smoothened (Smo). Cuando SHH 

interactúa con Ptch retiran la inhibición a Smo permitiéndole ejercer un efecto de 

activación de la proteína G la cual estimula al factor de transcripción Gli actuando a 

nivel nuclear.  Gas1 es capaz de ejercer un efecto  potenciador de SHH generando 

una respuesta a nivel nuclear de una forma aún no del todo clara. (fig. 3) (Cohen et 

al., 2009) . 
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Figura 3 Modificada de Domínguez-Monzón et al., 2009. Vía de señalización de SHH y la 

posible interacción de Gas1. 

 

3. Los astrocitomas de alto grado: 

Los astrocitomas de alto grado son considerados la neoplasia primaria intracraneal 

más común e incluyen a los astrocitomas anaplasicos, el gliosoarcoma, el 

oligodendroglioma anaplasico y el glioblastoma. A estos últimos tumores del sistema 

nervioso central (SNC) también se les llama glioblastomas multiformes (GBMs) (OMS, 

2007) y resultan ser la lesión maligna primaria mas común del SNC.  

Se desarrollan a partir de tejido glial de novo en el 90% de los casos o como lesiones 

previas en el 10% de los casos. Representan del 12 al 15% de las neoplasias 

intracraneales y el 60 a 75% de los tumores de origen glial astrocítico. Se pueden 

manifestar a cualquier edad con un pico de incidencia entre los 45 y los 75 años de 

edad y con una escasa preferencia de 1.26 hombres por cada mujer afectada (OMS, 

2007). 
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Se localizan más frecuentemente en las regiones cortico subcorticales infiltrando la 

sustancia blanca con preferencia por los lóbulos parietales, temporales y frontales. Sin 

embargo se han descrito GBMs en todas las regiones anatómicas del SNC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La tecnología de imagen disponible hoy en día permite realizar estudios como la 

tractografía y el tensor de difusión para evaluar la extensión de los glioblastomas a la 

sustancia blanca y a las estructuras grises mas importantes del encéfalo para una 

óptima planeación de la cirugía en caso necesario (fig. 4). 

Estudios preoperatorios: 

Los estudios preoperatorios incluyen RM con gadolinio, espectroscopia y la realización 

de prueba invasiva de WADA (amobarbital intracarotideo) y RM BOLD (blood oxigen 

level-dependent MRI). 
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Figura 4 

a)	  Tractografía	  3D	  
(amarillo	  tractos	  
blancos,	  rojo	  tumor)	  

b)	  Tensor	  de	  difusión	  
(las	  flechas	  de	  colores	  
de	  la	  derecha	  y	  su	  
correlación	  con	  las	  
imágenes	  de	  la	  
izquierda	  señalan	  en	  
verde	  fibras	  ventral-‐
dorsal,	  rojo	  fibras	  
medio-‐lateral	  y	  azul	  
fibras	  cefálico-‐caudal)	  

(Jonathan G. Clinical 
MR Neuroimaging: 
Cambridge University 
Press, 2005.) 
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El patrón imagenologico clásico de un glioblastoma es una lesión mal definida, 

altamente infiltrativa rodeada de edema digitiforme en T2 y una lesión bien limitada 

altamente infiltrativa con refuerzo en forma de anillo en secuencia T1 con contraste y 

sus diagnósticos diferenciales imagenologicamente hablando son: El Absceso, el 

linfoma, las placas de esclerosis múltiple o una MAV hemorrágica Figura 5 (Osborn, 

2004). 

Fig 5 

 

 

 

 

 

La espectroscopia por lo general muestra una relación N-Acetyl Aspartato- Creatina 

menor a 1 y una relación Colina – creatina mayor a 2.0. Lo que se traduce como alto 

índice de proliferación y bajo índice de población neuronal Figura 6. 

Fig 6  

 

 

 

 

 

 

Tratamiento: 

El tratamiento mas aceptado actualmente de los glioblastomas multiformes es la 

resección quirúrgica aunque, a pesar de la ayuda del microscopio y técnicas 

microquirúrgicas; para fines oncológicos siempre se ha considerado a la cirugía un 

tratamiento limitado ya que permanecen remanentes celulares en el transoperatorio 

que  favorecen la recidiva tumoral y sólo ofrecen una expectativa de vida de 7.8 meses 



	   17	  

en casos de GBM secundarios y de 4.7 meses para pacientes con GBM primarios o de 

novo. En algunos casos la radio y quimioterapia combinada (Radioterapia-

Temozolamida) ofrecen una supervivencia del 10% a 5 años versus 2% para aquellos 

que solo reciben radioterapia. 

Algunas otras técnicas que han sido descritas para el tratamiento de los glioblastomas  

incluyen: Resección apoyada de resonancia magnética transoperatoria, mapeo cortical 

de áreas primarias, craneotomias y resecciones con paciente despierto. Todo lo 

anterior debido a que según lo publicado por McGirt MJ en 2009; la edad, la escala de 

Kranosfky mayor a 70, y el grado de resección total o subtotal,  además del uso de 

polímeros de carmustina (Gliadel) o Temozolamida han sido las únicas terapias 

capaces de demostrar un aumento en la sobrevida de los pacientes sometidos a 

resecciones de gliomas. Y aun así en el 98% de los casos sobrevida NO fue mayor a 

24 meses Tabla 1. 

Tabla 1 Variables Asociadas a Sobrevida en el tratamiento de GBMs. (Modificado 

de Mcgirt MJ et al., 2009) 

Edad menor a 60 años 

Karnofsky mayor a 70 

Resección Total (No se identifica realce en 

anillo post resección) 

Resección Casi Total (Realce en anillo 

remanente en RM post operatoria) 

Temozolamida + Cirugía +Radioterapia 

Gliadel (Polimero de Carmustina) 

   

Rol de las onco-esferas o células troncales tumorales en el tratamiento de los 

Glioblastomas: 

 

Actualmente existe evidencia suficiente para saber que en el sistema nervioso adulto 

hay células troncales capaces de auto renovarse. De la misma forma existen células 

troncales tumorales a las cuales se les llama oncoesferas o células troncales 

tumorales. Los glioblastomas cuentan con células troncales en baja cantidad pero 

capaces de auto reconstituirse y liberar Factor de Crecimiento Vascular Endotelial 
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(VEGF) (Sanai et al., 2005) perpetuando su supervivencia a pesar de las terapias 

quirúrgicas o quimioterapéuticas. 

 

Importancia de la migración tumoral en la falla del tratamiento actual: 

 

Al momento de la necropsia el 45% de los casos de glioblastomas se extiende mas 

allá de 1 lóbulo cerebral, 25% involucra un hemisferio entero y del 25 al 30% cruza al 

hemisferio opuesto.  

 

El 60% de los GBMs localizados lateralmente en el parénquima cerebral presentan 

también extensión antero-posterior y el 20% invade estructuras profundas (sustancia 

blanca).  

 

En lesiones no tratadas las células tumorales pueden observarse a 3cm de distancia 

del centro necrótico del tumor y en los casos de recurrencias el 80% de los 

glioblastomas se extiende al hemisferio contralateral. 

 

La diseminación de las células tumorales se ha descrito a lo largo de tractos de 

mielina (59%), sustancia blanca, perivascular, peri neural, peri fascicular, 

leptomeningeo (16%),  a través del liquido cefaloraquideo y la matriz extracelular (6%).  

 

Es por eso también que a pesar de una resección total (sin evidencia de realce 

tumoral postquirugico) es factible identificar recurrencias distantes con el paso del 

tiempo. 

 
Actualmente la terapia molecular es el blanco de estudio oncológico. Nosotros 

consideramos que Gas1 no se expresa en glioblastomas multiformes y que las 

moléculas involucradas en su vía de señalización descritas previamente en nuestro 

laboratorio en estudios in vitro pueden ser una opción para el desarrollo de nuevas 

formas de terapia molecular (Stupp et al., 2005). 
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4. Hipótesis: 
 

Gas1 no se expresa en glioblastomas, pero GDNF y las moléculas de su vía de 

señalización previamente descritas en estudios de cultivos primarios de 

gliomas también se encuentran presentes en glioblastomas sin procesamiento 

de laboratorio previo. 

5. Objetivos: 
 
General  
 

Determinar la expresión de Gas1, así como las moléculas asociadas a la vía de 

señalización intracelular de GDNF en glioblastomas humanos recién resecados 

quirúrgicamente. 

 

Específicos 
 
- Identificación radiológica de probables glioblastomas multiformes en 

pacientes que clínicamente manifiestan neoplasias intracraneales. 

 

- Caracterización post quirúrgica histopatológica de los tumores resecados.  

 

- Determinar la expresión de Gas1 GDNF, GFRα1, Ret, SHH en glioblastomas 

humanos por medio de reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa 

inversa (RT-PCR) e identificar la presencia de AKT y p-AKT por medio de 

inmunodetección (WESTERN BLOT). 
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6 Metodología: 
 
 Criterios clínicos: 
 
Criterio de Inclusión 
 

1. Todo paciente en el que se tenga sospecha imagenológica de GBM por 

Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de cráneo de preferencia 

Resonancia Magnética Funcional (RMF). 

 

Criterio de Eliminación 
 

1. Muestra que a consideración del cirujano no sea suficiente como 

para dividirse en dos y enviarse a:   

a. Análisis histopatológico. 

b. Análisis molecular. 

2. Diagnóstico del análisis histopatológico NO compatible con 

glioblastoma. 

3. Muestra procesada para análisis molecular sin RNA cuantificable. 

 

Obtención de las muestras: 
 

Las muestras fueron obtenidas previa autorización del paciente mediante el 

consentimiento informado específico.  

 

En sala de quirófano se llevaron a cabo resecciones subtotales de probables  

glioblastomas multiformes en pacientes con alta sospecha imagenológica y 

utilizando técnica microquirúrgica. 

 

El tumor resecado se dividió en 2 muestras; una para enviarse a diagnóstico 

definitivo histopatológico y otra para procesó inmediato del tejido y extracción 

del RNA total.  
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La muestra que se tomó para procesamiento molecular se sumergió en 1ml de 

agente aislante TRIPURE (Roche) y se disgrego en una sala de quirófano 

contigua en recipientes estériles y bajo condiciones estériles. Se transportó en 

tubos de 10ml inmersos en nitrógeno liquido hasta el CINVESTAV  y  se 

almacenó en congelación a -70°C hasta contar con el diagnóstico definitivo de 

glioblastoma. 

 

Cinco días hábiles posteriores a la resección quirúrgica se otorgaba el 

diagnóstico histopatológico definitivo y se decidía continuar con el proceso de 

extracción de RNA de las muestras en caso que fueran compatibles con 

glioblastomas. 

 

Extracción de RNA total: 
 

Una vez con el diagnóstico definitivo de glioblastoma, al número de muestras 

viables, se le realizó el aislamiento del RNA total en el laboratorio con agente 

de aislamiento TRIPURE (Roche) como lo indica el fabricante.  

 
Ensayo de la Transcriptasa Inversa (RT)  
 

El RNA  se resuspendió en 50 µl tratada con dietil–pirocarbonato (DEPC) y se 

cuantificó por espectroscopia. Se emplearon 5 µg de RNA para la reacción de 

RT en 11 µl de agua tratada con DEPC y se le adicionó 1 µl de oligo dT 

(Invitrogen). Posteriormente se incubó a 70ºC por 10 minutos y de inmediato se 

colocó en hielo por 5 minutos. En seguida se preparó la mezcla de la reacción, 

la cual consiste en: 4 µl de First Strand buffer  5x, 1 µl de DTT 0.1 M (1,4-

Ditiotreitol), 1 µl de una mezcla equimolar de dNTP`s 25 µM  (Invitrogen). La 

mezcla se adicionó al tubo que contiene RNA y se incubó a 42ºC por 2 

minutos. A continuación se adicionó 1 µl de la enzima transcriptasa inversa 

(Invitrogen) y se incubó a 42ºC durante 50 minutos. Finalmente la reacción fue 

detenida por incubación a 70-75º C durante 15 minutos.  
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Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 
Para la reacción de PCR, se emplearon 2 µl  de cDNA de la reacción de 

transciptasa reversa en un volumen final de 50 µl. Cada mezcla de reacción 

incluyó: 0.2 µl de Taq polimerasa, 1 µl de cada “primer” [50pM], 0.5 µl de 

dNTP’s [0.25µM] , 5 µl de buffer de reacción 10X, 5 µl de DMSO (dimetil 

sulfóxido) (todos los reactivos se adquirieron de Invitrogen), y el volumen se 

completó con agua destilada libre de DNAsas y RNAsas (GIBCO). Las 

reacciones se llevaron a cabo dentro de un termociclador PCR Sprint Hybaid y 

Axygen Maxigene. Las condiciones de las reacciones y los “Iniciadores” 

empleados se muestran en la Tabla 2. 
 

Todos los productos de PCR se observaron por electroforesis en geles de 

agarosa al 1% y 2% (dependiendo del peso molecular del fragmento deseado) 

teñidos con bromuro de etidio. 

 

Tabla 2 
Gen Numero del  

Gene Bank 
Iniciador sentido 
Iniciador anti sentido 

Numero 
de ciclos 

Temperatura 
de 
alineación 

Longitud 
del 
producto 

hugas1 NM_002048.2 5´CTGTGCCTGATGGCGCTGCTGC3´ 
5´ATGAGGGCCGAGATGCAGTGACTC3´ 

40 63 277 

hugdnf NM_000514.2 5´ GCCCTTCGCGTTGAGCAGTGAC3´ 
5  GTCGTACGTTGTCTCAGCTGC3´ 

35 55 342 

ret NM_020630.4 5´ CTGGTGAGGCGGTACACAA3´ 
5´ CAGGTGGAGAAGTTCCTGGT3´ 

40 58 745 

gfra1 NM_005264.3 5´ CTGCAGCACCAAGTACCGCA3´ 
5´ ACCTTGACTCTGGCTGGCAGT3´ 

40 58 695 

shh NM_000193.2 5´ CCGACATCATATTTAAGGATGA3´ 
5´ GACGTGGTGATGTCCACTGC3´ 

40 54 207 

gil1 NM_005269.1 5´ GGGATGATCCCACATCCT3´ 
5´ CTGGAGCAGCCCCCCCAGT3´ 

30 60 343 

hußactin NM_001101.2 5´ TGGCACCACACCTTCTACA3´ 
5´ TCACGCACGATTTCCC3´ 

35 55 377 

 

Inmunodetección (Western Blot) 

 

Las proteínas totales fueron extraídas empleando el reactivo Tripure (Roche) de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se utilizaron 50µg de proteína, se 

separaron en geles SDS-PAGE al 12% y transferidas en membranas de PVDF (Bio-

Rad).  
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Las membranas se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente con leche al 

5% en TBST (0.05% Tween – 20 TBS) y posteriormente se incubaron con el 

anticuerpo primario contra AKT total (t-AKT) y AKT fosforilado (p-AKT) (Santa Cruz 

Biotechnology 1:500) toda la noche a 4°C. 

Posterior a la incubación por la noche, las membranas fueron tratadas con anticuerpos 

secundarios de cabra-anti conejo (1:5000) lavados con PBST y por último fueron 

revelados con ECL. 
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7. RESULTADOS  
 
Se recolectaron 9 muestras en total de tumores intracraneales de los cuales 

solo 3 se pudieron procesar por tratarse de glioblastomas multiformes. A 2 de 

ellos se les dio diagnóstico de metástasis de tumores de células claras y 4 

tumores no se procesaron o por que la cantidad de RNA total no fue suficiente 

para procesarse de manera confiable o por que el RNA posterior a su 

extracción se degradó.  

 

El análisis de la expresión de Gas1, así como de GDNF y sus componentes no 

se había determinado en glioblastomas sin tratamiento post-quirúrgico. 

Nuestros resultados indican la presencia del mRNA de GDNF, GFRα, Ret. Así 

mismo se logró identificar el mensajero de SHH y Gli1  de la vía de 

señalización de SHH (Figura 7). Los controles celulares y el resumen de los 

resultados se expondrá en la Tabla 3. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Resultado de RT-PCR realizada a los 3 glioblastomas obtenidos 

en el estudio etiquetados como T1,T2,T3. Control positivo para Gas1 y 

Gdnf línea celular SHSY5Y; Para SHH Sonic Hedgehog y el mensajero Gli1 

; la línea celular de Cáncer Prostático PC3. 
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Se ha demostrado previamente que las vías de señalización que desencadenan los 

factores tróficos son indispensables en el tratamiento y progresión de los tumores. Por 

este motivo decidimos determinar los niveles de activación de AKT (p-AKT) ya que se 

ha demostrado que son un componente esencial  en la vía de señalización mediada 

por GDNF. 

Nosotros reportamos  que t-AKT y p-AKT se encuentran en los 3 tumores estudiados 

por Western Blot y sugerimos que el aumento en la inmunodetección para pAKT con 

respecto a AKT total se debe a probablemente a dos factores; El primero mayor 

afinidad del anticuerpo para pAKT vs AKT total. Segundo que encontramos una forma 

pAKT aumentada en estos tumores por que pAKT juega un papel importante en la 

supervivencia de los glioblastomas (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8:Fotografia de inmunodetección de AKT,pAKT y β-Actina.  
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De esta manera nuestros resultados se resumen en la siguiente tabla: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TABLA 3. RESUMEN DE RESULTADOS: Caracterización molecular en los 3 tumores (GBMs) 

T1,T2,T3:Tumores 1,2,3; SH Línea celular SHSY5Y; SH96h línea celular SHSY5Y en privación 

de suero por 96 horas(control positivo para Gas1); SHH Sonic hedgehog ; PC3 línea celular 

PC3; N; No se utilizo control positivo). 

 

 
 
  



	   27	  

8. Discusión: 
 
El cáncer es un proceso de crecimiento y diseminación incontrolado de células, 

puede aparecer prácticamente en cualquier parte del cuerpo. El tumor suele 

invadir el tejido circundante y provocar metástasis en puntos distantes del 

organismo. Muchos tipos de cáncer se podrían prevenir evitando factores de 

riesgo comunes como el humo de tabaco. Además, un porcentaje de cánceres 

se presentan en edad productiva, causando incapacidad permanente e incluso 

la muerte en periodos de tiempo relativamente cortos como es el caso de los 

tumores malignos del cerebro (OMS, 2012). 

 

Los tumores malignos del cerebro, comprenden del 15 al 20% de todas las 

enfermedades malignas que ocurren en los humanos, los síntomas 

dependerán de la localización del tumor, la tasa de crecimiento y del tipo de 

tumor. La etiología para la mayoría de los tumores es desconocida, sin 

embargo varios factores se han asociado al desarrollo de tumores (Blumenthal 

et al.,  2008) como son: 

 

• Síndromes congénitos  (Neurofibromatosis, Sturge Weber, Li Fraumeni, Síndrome 

de Gorlin, Síndrome de las Neoplasias Endocrinas Múltiples) 
• Exposición a radioterapia 

• Antecedente de haber presentado un astrocitoma de bajo grado. 

• Exposición a factores ambientales 

• Predisposición familiar 

• Alteraciones genéticas 

• Otros 

 

La primera clasificación de los tumores que realizó la organización mundial de 

la salud (OMS) se publicó en 1979, seguido por las revisiones de 1993, 2000 y 

2007. Todas las clasificaciones se basan en la versión original de Cushing la 

cual describe a los tumores de acuerdo a su morfología y por su célula de 

origen (Tonn et al., 2010). Es por esto que la agrupación histológica de los 

tumores continúa siendo el “gold standard” para la evaluación neuro-

oncológica. La OMS separa entonces a los tumores del sistema nervioso 
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central en IV grados además de su tipo histológico los cuales van de I 

(benigno) al IV (maligno).  

 

El grado IV se le asigna a los tumores que son mitóticamente mas activos y 

son propensos a desarrollar necrosis por el crecimiento y metabolismo 

acelerado de sus propias células. Este grado se le otorga a los gliomas 

malignos o glioblastomas, que son tumores de origen glial astrocítico que 

cuentan con la capacidad de ser invasores, son altamente proliferativos y 

producen necrosis del tejido tumoral y circundante. 

 

Los glioblastomas representan un reto para la neuro-oncología. A pesar de los 

avances dramáticos en tecnología de imagen, técnicas microquirúrgicas y la 

radioterapia y quimioterapia, el pronóstico es pobre. La sobrevivencia promedio 

después del diagnóstico de glioblastoma y a pesar del manejo agresivo se 

reduce a menos de 1 año (Ehtsham et al., 2007). 

 

La falla en la terapéutica actual radica en la naturaleza invasiva de estas 

lesiones. Los gliomas invaden las profundidades del parénquima normal, 

obligando a las resecciones quirúrgicas a limitarse a resecciones subtotales. 

Los tratamientos globales, como radiación o quimioterapia sistémica, fallan al 

no ofrecer una terapéutica efectiva local y condicionan efectos adversos sobre 

algunos otros órganos o funciones sistémicas. En este sentido, existe una 

necesidad urgente por desarrollar tratamientos más efectivos que puedan tener 

como blanco el tumor residual. Un abordaje racional resulta el desarrollo de la 

terapia génica o molecular en contra de estos tumores. 

 

En nuestro laboratorio hemos investigado el efecto de la expresión del gen 

gas1 en diferentes líneas celulares derivadas de tumores del sistema nervioso 

central o incluso cultivos primarios de gliomas de bajo y alto grado 

(Domínguez-Monzón et al., 2009). 

 

Gas1 provoca la alteración de la vía de señalización de GDNF mediante 

inhibición de la auto fosforilación de la tirosina 1062 de Ret, reduciendo la 

activación de AKT inducida por GDNF. Por lo que se reduce la activación de 
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pAKT llevando al arresto celular y apoptosis por vía intrínseca ( López-Ramírez 

et al., 2008, Zarco et al., 2012). 

 

En  la realización de esta tesis primariamente decidimos estudiar si los 

glioblastomas recién resecados expresaban los componentes de la vía de 

señalización de GDNF. Lo que se encontró es que estos tumores expresan 

GDNF, GFRα1, RET, SHH y Gli  a nivel transcripcional. Estos datos coinciden 

con los resultados reportados por Domínguez et al. en el 2009 en cultivos 

primarios de gliomas, los que indican que esta vía es necesaria e indispensable 

para la sobrevivencia tumoral, por otra parte no se encontró la presencia de 

Gas1 en estos tumores.  

 

Hasta el día de hoy no existe caracterización de la expresión de Gas1 en 

glioblastomas que no hayan sido procesados en el laboratorio previamente. Por 

esta razón se planteó la necesidad de caracterizar la expresión de Gas1 en 

glioblastomas sin procesamiento post-quirúrgico. Esto implica que los hallazgos 

de nuestro laboratorio en experimentos in vitro, podrían extrapolarse 

considerando que la ausencia de Gas1 y su efecto demostrado es el mismo in 

vivo, lo cual abriría las puertas a una opción terapéutica en contra de esta 

patología. 

 

 

	  

	  

	  

	  



	   30	  

 
 
 
9. CONCLUSION: 
 

 

 

1. Los 3 glioblastomas estudiados en este trabajo de tesis de maestría 

expresan los componentes necesarios para la vía de señalización de 

GDNF y de la vía de SHH previamente descritos en cultivos primarios de 

astrocitomas: 

 

a. GDNF 

b. GFRα 

c. RET 

d. SHH 

e. Gli1 

 

 

2. No expresan Gas1. 

 

3. Fue posible detectar la fosforilación de AKT por inmunodetección lo cual 

corrobora la actividad de la vía de GDNF en ausencia de Gas1. 

 

4. Con lo anteriormente señalado y en base a las observaciones previas en 

nuestro laboratorio. Consideramos que los glioblastomas multiformes 

humanos podrían ser blanco de tratamiento inducido mediante la sobre 

expresión de Gas1. 
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