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Resumen de la tesis que presenta Liria Mitzuko Fajardo Yamamoto como requisito parcial para la 
obtención del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientación en Biomedicina y 
Bionanotecnología.  
 
 

Caracterización del papel del TGF-Beta en el neuroblastoma metastásico óseo 
 
 

Resumen aprobado por: 
____________________________ 

 Dra. Patricia Juárez Camacho 
Director de tesis  

 
 
Neuroblastoma (NB) es el tumor sólido extracraneal más frecuente en pediatría. La mayoría de los 
pacientes presentan metástasis desde su diagnóstico y el hueso es el sitio más frecuente de diseminación 
metastásica. Los pacientes con NB metastásico desarrollan lesiones osteolíticas similares a los pacientes 
con metástasis óseas de cáncer de mama y melanoma. En pacientes con cáncer de mama, próstata y 
melanoma se ha reportado que el factor de crecimiento y transformación beta (TGF-β) regula la expresión 
de genes que favorecen el establecimiento y progresión de las metástasis óseas. Este trabajo tuvo como 
objetivo caracterizar el efecto del TGF-β en la expresión de genes prometastásicos en células de NB, 
evaluar el efecto del TGF-β en los procesos celulares de migración, proliferación y apoptosis; así como 
establecer un modelo animal de NB metastásico a hueso. Nuestros resultados demuestran que las células 
de NB tratadas con TGF-β elevan la expresión de genes metastásicos (PMEPA1, CXCR4 y PTHrP) y en los 
procesos celulares analizados se observó un aumento en la tasa de migración y proliferación. De forma 
interesante se observó que las células de NB presentan una disminución significativa en la tasa de 
proliferación al ser cultivadas en presencia de la porción soluble del receptor III del TGF-β (conocido como 
betaglicano soluble o sBG), el cual es un inhibidor del TGF-β. Finalmente, entre los métodos evaluados en 
este trabajo para el establecimiento del modelo murino de metástasis óseas en NB, la inoculación 
intratibial de células de NB de humano resultó ser la vía de administración más efectiva para observar 
lesiones osteolíticas en los ratones.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palabras clave: Neuroblastoma, metástasis ósea, Factor de crecimiento y transformación beta. 
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Abstract of the thesis presented by Liria Mitzuko Fajardo Yamamoto as a partial requirement to obtain 
the Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Biomedicine and Bionanotechnology. 
 
 

TGF-Beta role in neuroblastoma bone metastasis 
 
 

Abstract approved by: 
 

____________________________ 
Dr. Patricia Juárez Camacho 

Thesis Director 

 
 
Neuroblastoma (NB) is the most common extracranial solid tumor among pediatric cancers. A unique 
feature of NB is the high metastatic rate, and bone is one of the main sites of metastatic occurrence. 
Patients with NB usually develop osteolytic lesions such as the ones present in patients with breast cancer 
and melanoma. Solid evidence support that Transforming Growth Factor- beta (TGF-β) plays a main role 
in the establishment and progression of bone metastases from breast and prostate cancer and melanoma. 
In this project, we characterized the expression of TGF-β responsive genes involved in bone metastasis, 
the effect of TGF-β in cellular processes such as migration, proliferation and apoptosis; as well as the 
establishment of a murine model of NB bone metastasis. Our results showed that NB cells treated with 
TGF-β increased the expression of prometastatic genes (PMEPA1, CXCR4 and PTHrP) and presented an 
increase in proliferation and migration rates. Interestingly treatment with the soluble portion of the TGF-
β receptor III (also known as soluble Betaglycan or sBG), which is a TGF-β inhibitor, significantly decreased 
their proliferation rate. Finally, among the different methods evaluated in this project, we proved that 
intratibial inoculation of NB human cells is the most effective approach in order to develop NB bone 
metastasis in mouse.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Neuroblastoma, bone metastasis, Transforming Growth Factor Beta.  
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Capítulo 1.  Introducción  

El cáncer es la principal causa de muerte por enfermedad en niños (0 a 14 años de edad) a nivel mundial 

(Ward, 2014) y nacional (Fajardo, 2016). La incidencia mundial de cáncer infantil ha aumentado 

sostenidamente los últimos 35 años (Steliarova-Foucher, 2017) pero en México la incidencia de cáncer en 

niños se ha mantenido estable desde 2001 (Palma, 2010). 

 Los tipos de cáncer más frecuentes en niños son: leucemia aguda linfoblástica, tumores del sistema 

nervioso central y neuroblastoma (Steliarova-Foucher, 2017).  

El neuroblastoma (NB) es el tumor sólido extracraneal más frecuente en pediatría y es el tipo de 

cáncer más frecuente en niños menores de un año. En países desarrollados, el NB tiene una incidencia de 

7 a 14 casos por millón de niños de 0 a 14 años; mientras que en países menos desarrollados la incidencia 

es cercana a 6 casos por millón de niños. Se cree que la mayor incidencia en países desarrollados es debida 

a una mayor vigilancia médica de la población pediátrica (Palma, 2010). Específicamente para México, el 

NB corresponde al 2.7% de casos de cáncer infantil, con una incidencia de 3.8 casos por millón de niños de 

0 a 14 años (Juárez, 2009). 

El NB se desarrolla en tejido nervioso periférico, su principal sitio de presentación es la glándula 

suprarrenal y se caracteriza por tener una gran capacidad para formar metástasis (NIH, 2013). A nivel 

mundial el 40% de los casos de NB se presentan en glándula suprarrenal y más del 50% de los pacientes 

presenta metástasis desde su diagnóstico (Heck, 2009). Se piensa que el sitio de presentación de NB está 

dado por la fisiopatología de este tipo de cáncer. 

Durante la formación del sistema nervioso, previo al cierre del tubo neural, se conforma un 

conglomerado celular llamado crestas neurales (Figura 1). La diferenciación de las células de las crestas 

neurales contribuye a la formación de distintas estructuras anatómicas, esta especialización celular ocurre 

por un proceso denominado Transición Epitelio-Mesénquima (TEM), en el que las células pierden sus 

propiedades de adhesión y polaridad para poder migrar del tubo neural, diferenciarse y conformar las 

distintas estructuras anatómicas. Este mecanismo es altamente regulado por diferentes procesos 

moleculares como: metilación del ADN, modificación de histonas, expresión de factores de transcripción, 

entre otros (Simões-Costa, 2015). 
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Las células de las crestas neurales se pueden subdividir en cuatro categorías funcionales: 

craneales, cardiacas, vagales/sacras y del tronco. Éstas últimas migran a la región de la aorta dorsal, donde 

se diferencian en células progenitoras simpatoadrenales, que dan lugar al sistema nervioso periférico, del 

cual se derivan los ganglios simpáticos y glándulas suprarrenales, principales sitios de ocurrencia del NB 

(Marshall, 2014). A lo largo de este proceso pueden ocurrir diversas alteraciones genéticas que 

desencadenen el desarrollo de NB. 

 

Figura 1. Desarrollo del Sistema nervioso y formación de las células de las crestas neurales. (Izquierda) Microscopía 
electrónica de barrido que muestra la formación del tubo neural y localización de las células de las crestas neurales. 
(Derecha) Esquema que representa el proceso de formación del tubo neural y cresta neural. Modificado de: Saavedra 
J, Domínguez A. (2014). 

 

El diagnóstico de los pacientes con NB se realiza de forma clínica y con apoyo de estudios de 

gabinete. En la mayoría de los pacientes con NB se observan niveles elevados de dopamina, ácido 

homovanílico y ácido vanililmandélico en orina y a nivel sanguíneo se observa un aumento en la lactato 

deshidrogenasa y enolasa específica de neuronas; sin embargo, éstas últimas no son específicas de 

pacientes con NB.  

En cuanto a los estudios de imagen que se practican a pacientes con sospecha de NB se 

encuentran: radiografías, tomografía axial computada o resonancia magnética con el fin de evaluar las 

dimensiones del tumor y la presencia de metástasis (NIH, 2013). Asimismo, se lleva a cabo una 

caracterización genética: se busca la amplificación del oncogén MYCN mediante fluorescencia por 



3 

hibridación in situ (se considera amplificación si se observa cuatro veces por encima del nivel de referencia) 

y otras alteraciones cromosómicas numéricas (ganancia o pérdida de cromosomas enteros) o alteraciones 

segmentarias (pérdida de uno o varios segmentos de un cromosoma). 

La histología del NB es determinante en el pronóstico de la enfermedad, entre menos 

diferenciadas y más heterogéneas se observen las células en los estudios histopatológicos de las biopsias 

de pacientes con NB, es mayor la agresividad del tumor y por ende, el pronóstico es peor.  Las células de 

NB se caracterizan por ser pequeñas, monomórficas, con hipercromasia nuclear (exceso de pigmentación), 

presencia de micronúcleos y cromatina granular. Junto con la localización del tumor primario, edad de 

presentación y determinadas alteraciones genéticas, la histopatología confiere un riesgo específico a los 

pacientes con NB y se clasifica en 4 estadios (Matthay, 2016) (Figura 2).  

 

Figura 2. Estadios clínicos del NB. Los estadios 1 y 2 de NB se consideran de riesgo bajo y riesgo intermedio, 
respectivamente y los pacientes presentan síntomas inespecíficos, lo que dificulta su diagnóstico. Los estadios 3 y 4 
considerados de riesgo alto y riesgo muy alto, corresponden a etapas avanzadas de la enfermedad y la principal 
característica clínica es la presencia de metástasis. 

 

Existe otra categoría dentro de la clasificación por Grupo de Riesgo del Neuroblastoma, 

denominada 4S (Estadio 4 especial, por sus siglas en inglés) y se caracteriza por presentar regresión 

espontánea del tumor. El estadiaje 4S está restringido a pacientes diagnosticados con NB y las siguientes 

características: edad menor de 12 meses, sin amplificación del oncogén MYCN, metástasis únicamente en 

piel, hígado y médula ósea (Matthay, 2016).  

El tratamiento de los pacientes con NB se basa dependiendo el grupo de riesgo al que pertenecen. 

En los pacientes con NB en estadio 1 y 4S el tratamiento es únicamente observación, para los casos de 

riesgo intermedio el tratamiento indicado es resección quirúrgica del tumor y si no fue posible una 
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resección completa del tumor se administran de dos a ocho ciclos de quimioterapia y radioterapia. 

Finalmente, para los casos de riesgo alto y muy alto se indica quimioterapia, resección quirúrgica y otra 

serie de ciclos de quimioterapia postquirúrgica, así como inmunoterapia o terapia dirigida particularmente 

para los casos de NB metastásico (Matthay, 2016). 

Se conoce como neuroblastoma metastásico (NBm) cuando se diagnostica NB a un paciente y se 

observan metástasis en otros órganos. En NB los principales sitios de ocurrencia de metástasis son: hueso 

(70.5%), ganglios linfáticos (30.9%), hígado (29.6%), intracraneales (18.2%), pulmón (3.3%) y cerebro 

(0.6%) (DuBois, 1999). 

La metástasis es la formación de tumores secundarios a partir de células cancerosas que se han 

separado del tumor primario y logran invadir un tejido u órgano diferente (Weinberg, 2013).  

En algunos tipos de cáncer como mama y próstata, uno de los principales sitios donde se 

desarrollan las metástasis es el hueso. La formación de metástasis óseas es un proceso complejo que 

comprende varias etapas, inicia cuando las células tumorales se desprenden del tumor primario e ingresan 

al torrente sanguíneo, evaden la respuesta inmune y proliferan dentro del tejido óseo (Gupta, 2006).  

Existen dos tipos de metástasis óseas: osteolíticas (donde existe destrucción del tejido óseo) y 

osteoblásticas (formación defectuosa del hueso); para el caso particular de NB, las metástasis óseas 

descritas son de tipo osteolítico (Sohara, 2005). 

Una de las principales características que posee el tejido óseo para favorecer el establecimiento 

de metástasis es la abundancia de factores de crecimiento que se almacenan dentro de la matriz ósea, 

como el factor de crecimiento y transformación beta (TGF-β), factor de crecimiento tipo insulina (IGF), 

factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), entre otros.  

Cuando las células cancerosas se diseminan a los huesos estimulan a los osteoclastos para 

aumentar la tasa de resorción ósea y la liberación consecuente de más factores de crecimiento, que serán 

utilizados para el crecimiento y proliferación de las células tumorales. Los espacios libres, producto de la 

resorción ósea, son ocupados por más células cancerígenas que a su vez, estimulan a los osteoclastos; 

dando origen a lo que se conoce como el círculo vicioso de la metástasis ósea (Yin, 1999) (Figura 3.). 
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Figura 3. Círculo vicioso de la metástasis ósea. Las células tumorales secretan factores que estimulan a los 
osteoclastos y osteoblastos provocando un desequilibrio en la tasa de resorción ósea. Factores osteolíticos como el 
péptido relacionado a la hormona paratiroidea (PTHrP), factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) e 
interleucinas (IL)-6 y -11; incrementan la expresión del ligando del receptor activador del factor nuclear κB (RANKL) 
y disminución de osteoprotegerina (OPG) en los osteoblastos provocando osteoclastogénesis. La resorción ósea 
mediada por osteoclastos libera factores de crecimiento como el TGF-β, lo que estimula a las células cancerosas 
metastásicas dando origen a un círculo vicioso.  

 

Yin et. al. (1999) demostraron que células de cáncer de mama (MDA-MB-231) transfectadas para 

no expresar el Receptor tipo II del TGF-β (TβRII), inhiben la secreción de PTHrP inducida por el TGF-β lo 

que provocó una disminución en la formación de lesiones osteolíticas en un modelo murino de metástasis 

óseas. Asimismo, Korpal et. al. (2009) reportaron imágenes en vivo de células tumorales, mediante 

bioluminscencia dual, donde se demostró la activación de la vía de señalización del TGF-β, durante el 

establecimiento de las metástasis óseas.  

Los reportes previos son algunas de evidencias que han logrado dilucidar al TGF-β como uno de 

los principales factores en el establecimiento y progresión de las metástasis óseas.  

 



6 

1.1 Antecedentes 

El TGF-β es una superfamilia de proteínas integrada por más de 35 citocinas, que incluye a las 

proteínas morfogenéticas del hueso (BMP, por sus siglas en inglés), activinas, inhibinas, hormona anti-

mülleriana y al TGF-β, entre otros factores de crecimiento y diferenciación. En humanos se han descrito 

tres isoformas del TGF-β: TGF-β1, TGF-β2 y TGF-β3, las cuales residen en diferentes cromosomas (19q13, 

1q41 y 14q24, respectivamente), pero poseen 80% de homología en su secuencia de aminoácidos. El TGF-

β es secretado como un precursor latente de 25 kDa, en su porción C-terminal posee nueve residuos de 

cisteína donde se produce un corte proteolítico para dar lugar a la forma activa del TGF-β, la cual está 

conformada por un homodímero de dos polipéptidos de 12.5 kDa unidos por un enlace disulfuro. Cuando 

se une la forma activa del TGF-β con su receptor se desencadena la vía de señalización del TGF-β. 

Se han descrito tres tipos de receptor del TGF-β: receptor I del TGF-β (TβRI), receptor tipo II (TβRII) 

y receptor tipo III (TβRIII). TβRI y TβRII son glicoproteínas transmembranales; en su región extracelular se 

une el ligando y la región intracitoplásmica son proteínas cinasas con dominios treoninas/serinas.  

El TβRIII conocido también como betaglicano (Figura 4), es una proteína con funciones opuestas; 

cuando está unido a la membrana e interacciona con el TGF-β, lo presenta ante los receptores TβRII y TβRI 

potenciando la cascada de señalización. Sin embargo, cuando ocurre una escisión proteolítica en la región 

extracelular se da origen a la forma soluble del betaglicano (sBG) el cual secuestra al ligando y actúa como 

un agente neutralizante del TGF-β e inhibe la vía de señalización (Massagué, 1998).  

 

Figura 4. Estructura del receptor III de TGF-β. Región superior (amino terminal) representa el sitio de unión con 
TGF-β y presentación al Receptor II de TGF-β. Sitios de unión a GAGs (Glucosaminoglicanos). En negro se muestra la 
región transmembranal: Anclaje del receptor a la membrana plasmática. Región citoplasmática (carboxilo terminal) 
P: Fosforilación por Receptor II de TGF-β en el dominio PDZ. 
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1.1.1 La vía de señalización canónica del TGF-β 

La vía de señalización del TGF-β (Figura 5) inicia en el espacio extracelular con la unión del TGF-β 

al TβRIII, el cual recluta al TβRII para provocar su unión con el TβRI; también puede iniciar cuando el TGF-

β se une directamente al TβRII, lo que induce la atracción del TβRI, provocando su fosforilación. La 

asociación entre los receptores TβRII y TβRI conforma el complejo receptor en forma de heterotetrámero, 

de esta forma es capaz de desencadenar la cascada de señalización a través de reacciones de fosforilación 

en las proteínas intracelulares Smad 2 y Smad 3, las cuales formarán un complejo con la proteína Smad 4 

para trasladarse del citoplasma hacia el núcleo, donde interactúan de forma específica con otros factores 

para regular la transcripción de genes blanco y llevar a cabo las funciones biológicas de diferenciación, 

control del ciclo celular, síntesis de matriz extracelular, entre otras. Esta vía de señalización a través de 

proteínas Smads se conoce como la vía canónica de señalización del TGF-β (Massagué, 1998).  

 

Figura 5. La vía de señalización canónica del TGF-β. La unión del ligando al receptor II del TGF-β propiciada por el 
receptor III (1) ocasiona el acercamiento y activación del receptor I de TGF-β, formando un heterotetrámero activo 
(2). Este complejo receptor fosforila a las proteínas Smads 2 y 3 (3), las cuáles se unirán con la proteína Smad4, 
formando un complejo de proteínas capaz de traslocar al interior del núcleo (4) donde actuarán como factores de 
transcripción (5). La proteína Smad 7 (6) actúa como inhibidora de esta vía de señalización. El ligando también puede 
activar otras vías de señalización (7) como es el caso de la vía MAPK (proteínas cinasas activadas por mitógenos) que 
a su vez regula la expresión de distintos genes. 
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Las proteínas Smads (mothers against decapentaplegic) tienen un papel clave en la transducción 

de la señal desde los receptores a los genes blanco en el núcleo. Dependiendo sus características 

estructurales y funcionales las proteínas Smad se dividen en tres categorías: 1) Smads activadas por el 

receptor o R-Smads: en este grupo se encuentran las proteínas Smad 2 y 3, son las primeras en transducir 

el mensaje a nivel intracelular después de ser activadas por el TβRI. 2) Smad cooperadora o C-Smad: se 

asocia con R-Smads para formar un complejo heterotrimérico de dos R-Smad y una Smad 4, el cual se 

trasladará a núcleo para activar la transcripción de los genes blanco de la vía. 3) Smad inhibitorias o I-

Smads: proteínas Smad 6 ó 7, que son antagonistas de la vía (Massagué, 1998).  

 

1.1.2 Vías de señalización no canónica del TGF-β 

 Existen otras vías de señalización activadas por el TGF-β, conocidas como señalización no canónica 

del TGF-β, como es el caso de PI3K/AKT (fosfatidilinositol-3-cinasa/proteína cinasa B) que participan en la 

regulación de apoptosis, metabolismo de glucosa, proliferación y migración principalmente, esta vía tiene 

un papel importante en el proceso de TEM. Otro ejemplo es la vía de señalización de proteínas cinasas 

activadas por mitógenos (MAPK) que activan diversas proteínas (Figura 5-5) y factores de transcripción 

como p38 (miembro de la familia MAPK que responde a estrés ambiental y citosinas inflamatorias), JNK 

(cinasa c-Jun amino terminal) y ERK (cinasa regulada por señales extracelulares), estas vías regulan 

principalmente los procesos celulares de apoptosis y migración (Johnson, 2002). 

El TGF-β puede integrar señales mediadas por otras proteínas como integrinas, Notch (proteínas 

transmembranales), Wnt (del inglés Wingless and Int, miembro de la familia de glucoproteínas de 

secreción), TNF-α (factor de necrosis tumoral alfa, citocina que interviene en la inflamación), así como 

señales que modifiquen el ciclo celular o induzcan apoptosis.  

 

1.1.3 El TGF-β y su papel en la formación de metástasis 

En etapas tempranas de la formación tumoral, el TGF-β actúa como supresor de tumores 

inhibiendo el crecimiento de células epiteliales y la TEM. Sin embargo, en estadios avanzados del cáncer, 
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el TGF-β promueve la proliferación tumoral, favorece la TEM y angiogénesis; propiciando el desarrollo y 

progresión de metástasis (Massagué, 2008).  

Existen diversos estudios que confirman la participación del TGF-β en diferentes etapas de la 

formación de metástasis óseas. Guise et. al. (1996) caracterizaron al PTHrP, cuya secreción es inducida por 

el TGF-β, como un mediador fundamental en las metástasis óseas y demuestran que anticuerpos contra 

PTHrP bloquean el desarrollo y progresión de metástasis óseas en un modelo murino de cáncer de mama 

metastásico a hueso. 

Kang et. al. (2003) describen una serie de genes, entre los que se encuentran: IL-11, CTGF, CXCR4 

(receptor de quimisionas tipo 4) y MMP1 (metaloproteinasa de matriz 1), los cuales son regulados por el 

TGF-β y favorecen la formación y progresión de metástasis en tejido óseo. Más adelante, mediante 

estudios de inmunohistoquímica demostraron la sobreexpresión de proteína Smad 2 activa (fosforilada) 

en metástasis óseas de pacientes con cáncer de mama y comprobaron los efectos in vivo del knockdown 

de la proteína Smad 4 en un modelo murino de metástasis óseas al observar disminución de lesiones 

osteolíticas y aumento en la sobrevida de los ratones experimentales (Kang, 2005). 

En 2007, Javelaud et. al., demostraron que la sobreexpresión de Smad 7 en células de melanoma 

disminuye la formación de metástasis óseas in vivo al inhibir la activación de la vía de señalización del TGF-

β mediada por proteínas Smad.  

 Por otro lado en cáncer de próstata, Fournier et. al. (2015) demostraron que el TGF-β regula la 

expresión de genes pro metastásicos, entre los que destaca PMEPA1 (que codifica para la Proteína 

prostática transmembranal inducida por andrógenos tipo 1), a nivel clínico los pacientes con cáncer de 

próstata metastásico y niveles bajos de Pmepa1 presentan menor sobrevida y en un modelo murino 

comprueban que el knockdown de PMEPA1 incrementa el desarrollo de metástasis óseas.    

El TGF-β mediante su vía de señalización canónica o independiente de proteínas Smads, participa 

en la regulación de genes que inducen diversos procesos celulares como adhesión, motilidad, 

diferenciación, proliferación, migración e incluso muerte celular. Algunos de los genes que son regulados 

por el TGF-β son inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (CDK, por sus siglas en inglés), genes que 

codifican para proteínas de la matriz extracelular, entre otros (Massagué, 2008, Juárez, 2011). Por lo cual, 

al estar alterada la vía de señalización o la regulación de ésta, se favorece el crecimiento tumoral y la 

progresión de las metástasis.  
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La caracterización del papel del TGF-β en las metástasis óseas ha sido posible, entre otros factores, 

por el establecimiento de modelos preclínicos de metástasis óseas. Para el caso particular de NB, uno de 

los modelos animales mayormente reportados es el modelo de ratón transgénico TH-MYCN (en el que la 

expresión de N-myc es favorecida por el gen de tirosina hidroxilasa); en este modelo se ha logrado el 

desarrollo de NB en ganglios paraespinales, pero no en glándula suprarrenal. Principalmente se ha 

utilizado este modelo para evaluar el efecto de nuevos agentes quimioterapéuticos (Teitz, 2011). 

Una de las principales dificultades en los modelos murinos de NB ha sido la falta de desarrollo 

tumoral en la glándula suprarrenal y el desarrollo de metástasis en los sitios característicos: hueso, cerebro 

e hígado. En 2017 Seong y colaboradores propusieron un modelo murino que desarrolla metástasis a los 

sitios característicos de NB e identificaron más de 400 genes que regulan el desarrollo de metástasis 

(Seong, 2017). Los autores identificaron que los genes CADM1, YAP/TAZ y SPHK1 participan en la 

formación de metástasis y tienen relación con el pronóstico de los pacientes con NB. De los tres genes 

caracterizados, SPHK1 es altamente regulado por TGF-β y ha sido descrito como protagonista en el 

establecimiento de metástasis óseas y progresión en cáncer de mama (Stayrook, 2015).  

 Debido a la importancia del TGF-β en el establecimiento y progresión de metástasis óseas en 

diferentes tipos de cáncer como mama, próstata y melanoma (Yin, 1999; Kang, 2005; Javelaud, 2007 y 

Fournier, 2015); este proyecto pretende describir si las metástasis óseas que desarrollan los pacientes con 

NB se encuentran reguladas de forma similar por el TGF-β. 

 

1.2  Justificación 

El neuroblastoma metastásico es una patología que se presenta en edades muy tempranas y se caracteriza 

por ser de mal pronóstico, los pacientes presentan una sobrevida menor del 40% a cinco años tras ser 

diagnosticada. Los tratamientos disponibles para las etapas avanzadas de esta patología no son 

completamente efectivos y los pacientes de forma frecuente cursan con efectos colaterales como 

fracturas, dolor óseo intenso, compresión de médula espinal o radicular y alteraciones en médula ósea, 

entre otros. Uno de los principales sitios donde se desarrollan metástasis en NB es el tejido óseo y las 

lesiones descritas en los pacientes son de tipo osteolítico como sucede en las metástasis óseas de cáncer 

de mama y melanoma. 
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Mediante el establecimiento de modelos preclínicos, se ha demostrado que el TGF-β es un factor 

imprescindible en el desarrollo y progresión de metástasis óseas en cáncer de mama, melanoma y próstata 

(Yin, 1999, Kang, 2003; Javelaud, 2007 y Fournier, 2015).  

Por este motivo el presente trabajo de investigación se enfoca a responder si el TGF-β podría tener 

un efecto fundamental en el desarrollo de metástasis óseas en NB, así como describir los efectos que tiene 

el TGF-β en procesos celulares de células de NB, finalmente se busca establecer un modelo murino de NB 

metastásico con el objetivo de comprender la fisiopatología en etapas avanzadas del NB y proponer nuevas 

estrategias terapéuticas.  

 

1.3 Hipótesis 

1. Las líneas celulares de neuroblastoma (NB) aumentarán la expresión de genes que favorecen el 

desarrollo de metástasis al ser cultivadas en presencia del Factor de Crecimiento y Transformación Beta 

(TGF-β).  

2. La inoculación de células de NB mediante inyección intratibial e intracardiaca en ratones causará 

lesiones osteolíticas en los organismos de estudio. 

 

1.4 Objetivos 

1.4.1 Objetivo general 

Caracterizar el efecto del TGF-β in vitro utilizando líneas celulares de NB y establecer un modelo murino 

de NB metastásico a hueso. 
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1.4.2. Objetivos específicos  

1. Determinar niveles de respuesta al TGF-β en líneas celulares de NB midiendo la expresión de genes 

diana en la vía de señalización del TGF-β y detectar la presencia de proteínas smad2/3 fosforiladas 

para comprobar la activación de esta vía. 

2. Evaluar el efecto del TGF-β en los procesos celulares de migración, proliferación y apoptosis de 

células de NB in vitro. 

3. Establecer un modelo de NB metastásico a hueso a partir de ratones inoculados con células de NB.  
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Capítulo 2.  Metodología  

2.1 Cultivo celular 

Se cultivaron las siguientes líneas celulares: células Neuro-2A (N2A), aisladas de un tumor en ratones 

albinos, esta línea celular fue donada amablemente por la Dra. Francesca Telese (UCSD); células SK-N-AS, 

aisladas de una lesión metastásica en cerebro de una paciente con neuroblastoma, esta línea celular se 

obtuvo de la ATCC, ambas líneas celulares se mantuvieron con medio DMEM; células 4T1 derivadas de 

cáncer de mama murino y células DU145 derivadas de una lesión metastásica en cerebro de un paciente 

con carcinoma de próstata, las últimas dos líneas celulares se cultivaron en medio RPMI. Todos los medios 

de cultivo se complementaron con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de antibiótico-antimicótico, bajo 

una atmósfera humedecida con CO2 al 5% y una temperatura de 37°C. Todos los experimentos in vitro se 

realizaron cuando las células en cultivo presentaron una confluencia aproximada del 80%. 

 

2.2 Grupos de estudio  

Para evaluar el efecto del TGF-β en las diferentes fases experimentales del proyecto, se formaron cuatro 

grupos de estudio: 

a) Grupo control: tratado con medio de cultivo, suplementado con 1% de SFB. 

b) Grupo TGF-β: a una concentración de 5 ng/ml. 

c) Grupo sBG: a una concentración de 5 μg/ml. 

d) Grupo sBG/ TGF-β: a una concentración de 5 μg/ml y 5 ng/ml, respectivamente. 

La dosis del TGF-β fue determinada con base en lo reportado por Juárez et. al. (2017). Antes de cada 

experimento los grupos de estudio se sometieron a una fase de inanición (medio de cultivo sin SFB) y los 

grupos c) y d) se expusieron a una fase de pre-tratamiento de 4 horas con sBG (medio sin SFB + sBG a una 

concentración de 5 μg/ml).  
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2.3 Análisis de Biología Molecular  

Para analizar los niveles de respuesta al TGF-β en células de NB se midió la expresión de genes diana de la 

vía de señalización del TGF-β mediante PCR en tiempo real (RTqPCR) así como la presencia de proteínas 

Smad 2/3 fosforiladas para comprobación de la activación de la vía de señalización de TGF-β mediante 

detección por Western Blot. 

 

2.3.1 RTqPCR 

La expresión de genes blanco en la vía de señalización del TGF-β se evaluó por PCR en tiempo real. En placa 

de 24 pozos se sembraron células SK-N-AS y DU145 (células de carcinoma de próstata, como grupo de 

comparación) y células N2A y 4T1 (células de cáncer de mama de ratón como grupo de comparación para 

las células N2A). Para el caso de células SK-N-AS se sembraron 1.4X105 células por pozo, de las células 

DU145 se sembraron 7X104 células por pozo y para las células de ratón se sembraron las siguientes 

cantidades: 1X105 células N2A por pozo y 5X104 células 4T1 por pozo. Cuando todas las líneas celulares 

alcanzaron una confluencia aproximada del 80% se inició el periodo de inanición por 8 horas y el periodo 

de pre-tratamiento de 4 horas a los grupos sBG y sBG/TGF-β, al finalizar el periodo de inanición se inició el 

periodo de tratamiento en todos los grupos de estudio. Al transcurrir 24 horas de tratamiento, se realizó 

la extracción de ARN con el kit GenEluteTM Mammalian Total RNA Miniprep (Sigma Aldrich) y se cuantificó 

por Nanodrop (Thermo Scientific) posteriormente se sintetizó el ADN complementario (cDNA) de cada 

muestra de ARN a través de la reacción de transcripción reversa utilizando el kit SuperScript II (Invitrogen). 

Finalmente se realizó cuantificación de ARNm (ARN mensajero) mediante RT-qPCR. Para las líneas 

celulares de humano se midió la expresión de PMEPA1, CXCR4, PTHrP TβRI y TβRII, para las líneas celulares 

de ratón únicamente se evaluó el gen Pthrp, ambos grupos (humano y ratón) se normalizaron con el gen 

RPL32. Los cDNA se analizaron por triplicado mediante PCR cuantitativa en tiempo real, la reacción fue 

preparada en 10 μL de volumen utilizando el kit QuantiTect SYBR Green PCR (Qiagen). 

Únicamente para el análisis de expresión de los receptores I y II de TGF-β se utilizó cDNA de 

diferentes líneas celulares para compararlo con las células SK-N-AS, las líneas utilizadas fueron: MDA-MB-

231, T47D (líneas celulares de cáncer de mama), PC3 Y DU145 (líneas celulares de cáncer de próstata) (el 

cDNA de las células MDA-MB-231, T47D y PC3 fue donado amablemente por Fernando Guerra, Laboratorio 
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Biomedicina, CICESE). La expresión de los genes: PMEPA1, CXCR4 y PTHrP fue analizada únicamente en las 

células SK-N-AS y se comparó con los niveles de expresión de las células DU145. En la Tabla 1 se muestran 

las secuencias de los genes evaluados. 

Tabla 1. Secuencias de los primers utilizados en las reacciones de RTqPCR 

Nombre del gen Secuencia forward Secuencia reverse 

TβRI GATGGGCTCTGCTTTGTCTC CAAGGCCAGGTGATGACTTT 

TβRII TTTTCCACCTGTGACAACCA GGAGAAGCAGCATCTTCCAG 

PMEPA1 AGAACACTCCGCGCTTCTTA GCTTGTGCATTCAGACCAGA 

CXCR4 CCGTGGCAAACTGGTACTTT GACGCCAACATAGACCACCT 

PTHrP ACTCGCTCTGCCTGGTTAGA GGAGGTGTCAGACAGGTGGT 

Pthrp CAGCCGAAATCAGAGCTACC CGTCTCCACCTTGTTGGTTT 

RPL32 CAGGGTTCGTAGAAGATTCAAGGG CTTGGAGGAAACATTGTGAGCGATC 

Rpl32 CAGGGTGCGGAGAAGGTTCAAGGG CTTAGAGGACACGTTGTGAGCAATC 

 

2.3.2 Western Blot 

Para comprobar la activación de la vía de señalización del TGF-β se analizó la presencia de proteína 

Smad2/3 fosforilada. En una placa de 12 pozos se sembraron 4 pozos con 4.5X105 células SKNAS por pozo, 

4 pozos con 3.5X105 células N2A por pozo y los 4 pozos restantes con 1.5X105 células MDA-MB-231 cada 

pozo (como grupo control positivo del experimento). 

Al observarse una confluencia aproximada del 80% se inició un periodo de inanición por 6 horas, 

en los grupos sBG y sBG/TGF-β se inició un periodo de pre-tratamiento con inhibidor de TGF-β (sBG) por 4 

horas. Al concluir el periodo de inanición y pre-tratamiento se inició el tratamiento en todos los grupos de 

estudio por 30 minutos.  

Al finalizar el tratamiento los cultivos celulares fueron lisados en buffer (IGEPAL 1%, inhibidor de 

proteasas (cOmplete, Roche) 1X, inhibidor de fosfatasas (PhosSTOP, Roche) 1X, Tris-HCl 50 mM y NaCl 150 

mM), se cuantificó la concentración de proteína en cada muestra mediante la técnica de Bradford (Sigma 

Aldrich). La proteína se cargó en un gel de acrilamida al 10% y se separó por electroforesis. Posteriormente 

se transfirió a membranas de Polivinildifluoruro (PVDF), las membranas se bloquearon con albúmina al 5% 

por dos horas a temperatura ambiente en agitación constante. Posteriormente se realizaron tres lavados 
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con TBS-Tween al 0.5% (TBST) de 10 minutos cada uno y ambas membranas se dejaron incubando con su 

respectivo anticuerpo primario en agitación constante durante la noche. Para el caso de proteínas Smad 

2/3 se utilizó el anticuerpo Anti-SMAD2/3 (Smad 2/3 Antibody, Cell Signalling Technology-CST) a una 

dilución 1:1000 y para las proteínas Smad fosforiladas se utilizó el anticuerpo Anti-Phospho-

Smad2/Smad3, CST) a una dilución 1:500. 

Al día siguiente se realizaron tres lavados de 10 minutos con TBS-T y se dejaron incubando con los 

anticuerpos secundarios (Anti-Rabbit IgG (G21234)) a una dilución 1:40,000 durante dos horas. Al finalizar 

la incubación del anticuerpo secundario, las membranas se lavaron tres veces más con TBS-T. Las proteínas 

se identificaron por un método quimioluminiscente utilizando el reactivo de Millipore Sustrato Immobilon 

quimioluminiscente de HRP para transferencias "Western” (Immobilon western chemilum hrp substrate). 

Fraccionamiento Nuclear 

Se realizó una separación de la fracción citosólica y la fracción nuclear con el objetivo de detectar proteínas 

Smad 2/3 fosforiladas en la región nuclear (las proteínas Smad 2/3 al estar fosforiladas, forman un 

complejo de traslocación hacia el núcleo junto con la proteína Smad 4, Figura 5-2).  

En una placa de 6 pozos se sembraron 2 pozos con 1.2X106 células SKNAS por pozo, 2 pozos con 

7X105 células N2A por pozo y los 2 pozos restantes con 3.5X105 células MDA-MB-231 cada pozo (como 

grupo control positivo del experimento). En este experimento únicamente se evaluaron los grupos Control 

y el grupo expuesto al TGF-β. Al observarse una confluencia aproximada del 80% se inició periodo de 

inanición por 6 horas y al finalizar este periodo se inició el tratamiento en ambos grupos de estudio por 30 

minutos. Los cultivos celulares fueron lisados en buffer (IGEPAL 0.05%, inhibidor de proteasas (cOmplete, 

Roche) 1X, inhibidor de fosfatasas (PhosSTOP, Roche) 1X, KCl 10mM, MgCl2 1.5mM, HEPES 10mM) y 

posteriormente se centrifugaron, el sobrenadante, correspondiente a la fracción citosólica se almacenó y 

el botón precipitado (pellet) se resuspendió en buffer RIPA (SDS 0.1%, Triton X100 10%, inhibidor de 

proteasas (cOmplete Roche) 1X, inhibidor de fosfatasas (PhosSTOP, Roche) 1X, NaCl 150mM, EDTA 2mM 

y TRIS-HCl 50mM) para la obtención de proteínas nucleares.  

Las muestras de los grupos control y TGF-β de las tres líneas celulares fueron cargadas en geles de 

acrilamida al 10% para su separación por electroforesis, se cargó por separado la fracción nuclear y la 

fracción citosólica en otro gel. Posteriormente se transfirieron a membranas PVDF y se prosiguió con la 

metodología de Western Blot descrita previamente. 
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2.4 Ensayos de actividad celular  

2.4.1 Migración 

Se evaluó mediante el ensayo de la herida. En placa de 12 pozos se sembraron 6 pozos con 1X105 células 

N2A por pozo y 6 pozos con 2X105 células SK-N-AS por pozo, para este ensayo únicamente se formaron 

dos grupos de estudio: Control (3 pozos) y TGF-β (5 ng/ml) (3 pozos). Todos los pozos se sometieron a un 

periodo de inanición por ocho horas, posteriormente se rasgó la monocapa celular con una punta de 200 

μL a lo largo del diámetro de cada pozo, se retiró el medio de cultivo, se lavó cada pozo con 500 μL de PBS 

y se adicionó medio de cultivo nuevamente con su respectivo tratamiento. Se marcaron tres regiones 

distintas en cada pozo y se tomó registro fotográfico de todas las regiones en todos los pozos a las cero, 

12, 24, 36 y 48 horas. 

Al finalizar el experimento se midió el área de la herida en cada fotografía con el software ImageJ 

y se comparó el promedio del área cada grupo (Control VS. TGF-β) en los distintos tiempos. 

 

2.4.2 Proliferación celular 

Se midió la tasa de proliferación celular mediante el ensayo de MTT (método colorimétrico del thiazolyl 

blue tetrazolium bromide), la reducción del MTT por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en 

las células viables produce un compuesto azul (formazan), cuya absorbancia es leída a 570 nm. En placa 

de 96 pozos se sembraron 2X104 células N2A en 100 μl de medio DMEM por pozo y para el caso de células 

SK-N-AS se sembraron 4X104 células por pozo, se formaron triplicados de los 4 grupos de estudio. Al 

finalizar el tiempo de tratamiento (24 ó 48 horas) se agregó el reactivo MTT (20 μl por pozo), transcurridas 

5 horas de incubación a 37°C se agregaron 100 μl de buffer de lisis, finalmente las células se incubaron por 

20 horas a 37°C y al finalizar se leyó la absorbancia a 570nm. 

 

2.4.3 Análisis de Apoptosis 

Se analizó mediante citometría de flujo con la tinción de Anexina-V y yoduro de propidio. En células viables 

la fosfatidil serina se localiza en la región citosólica, al inducirse apoptosis en las células se altera la 
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organización de los fosfolípidos de la membrana celular que provocan la exposición de fosfatidil serina al 

medio extracelular, que será captada por la anexina-V acoplada a fluoresceína. Por otro lado, el yoduro de 

propidio es un colorante que sólo es captado por células no viables. Con esta doble tinción es posible 

discriminar células viables, en apoptosis (temprana o tardía) y células necróticas.  

En placa de 24 pozos se sembraron 7X104 células N2A por pozo y 1.4X105 células SK-N-AS por pozo. 

Se formaron los grupos de estudio y un grupo extra que fue tratado con solución salina al 0.9% con el 

objetivo de inducir apoptosis. El periodo de tratamiento fue de 48 horas, posteriormente se colectaron las 

células junto con el medio de cultivo y se centrifugaron cinco minutos, a 1500 rpm, se descartó el 

sobrenadante y se suspendieron en PBS frío para cuantificar células viables mediante exclusión por azul 

tripano. Se utilizó el kit de apoptosis Alexa Fluor® 488 Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit de Life 

Technologies, se siguieron las indicaciones del proveedor. La discriminación de las distintas 

subpoblaciones celulares se cuantificó por citometría de flujo con Attune Acoustic Focusing Cytometer 

(Life Technologies). Se adquirieron 150 μl a una velocidad de 200 μl/min pasando alrededor de 500 eventos 

por segundo. Se utilizó el software FlowJo V.10 para el análisis de los datos. 

 

2.5 Establecimiento de un modelo murino de metástasis ósea en neuroblastoma  

Para todos los experimentos in vivo se utilizaron ratones hembra de cuatro a ocho semanas de edad. Para 

las inoculaciones intracardiacas e intratibiales, los animales de estudio fueron anestesiados con una 

mezcla de Ketamina (100 mg/kg) y Xilazina (10 mg/Kg) vía intraperitoneal y se les administró lubricante 

oftálmico tópico en repetidas ocasiones mientras el animal se encontrara anestesiado. Se realizó registro 

del peso corporal de los animales cada tercer día post-inoculación, así como evaluación de la formación 

de tumor como parámetros para vigilar el bienestar de los animales en estudio. 

 

2.5.1 Preparación de células N2A y SK-N-AS para inoculación 

De los cultivos de células N2A o SK-N-AS, se obtuvo una suspensión celular a la que se le agregaron cuatro 

volúmenes de PBS frío y se centrifugó a 4°C durante 10 min a 300 g. Se realizó el lavado con PBS dos veces 
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más, posteriormente el paquete celular se resuspendió en dos ml de PBS para contar las células y ajustar 

la concentración final indicada dependiendo del sitio de inoculación de cada grupo de animales. 

 

2.5.2 Inoculación subcutánea 

Se trabajó con ocho hembras Balb/C de cuatro semanas de edad y nueve hembras C57/BL6 de seis 

semanas de edad para evaluar la tumorigenicidad de las células N2A. Los animales fueron marcados con 

cortes en sus orejas para su identificación. Se sujetó cada animal con firmeza, se aplicó etanol al 70% en 

el sitio de inoculación y con jeringa de 1 ml se inyectaron las células N2A vía subcutánea en ambos flancos 

de cada animal. Cada cepa de ratones se dividió en dos grupos, el primer grupo fue inoculado con 1X106 

células en cada flanco y el segundo grupo se inoculó con 2X106 células.  

 

2.5.3 Inoculación intratibial 

Se utilizaron ratones Balb/C de cuatro semanas (n=10) y CD1 Nu/Nu (n=9) de entre seis y ocho semanas 

de edad. Previo a la administración de la anestesia se aplicó una dosis de analgesia (Buprenorfina 0.1 

mg/kg) vía intraperitoneal. Se realizó asepsia de la región a inocular con etanol 70%, la inoculación se 

realizó con aguja 31G a través del ligamento patelar en la región intercondílea y se inyectó en la porción 

proximal de cada tibia aproximadamente 25 μl de células en suspensión. Para los ratones Balb/C se 

inocularon 2X105 células N2A en ambas tibias y en los ratones CD1 Nu/Nu se inocularon 1X105 células SK-

N-AS en cada tibia.  

Para la inoculación de células SK-N-AS se utilizaron ratones hembra CD1 Nu/Nu de entre seis y 

ocho semanas de edad aproximadamente, los cuáles fueron adquiridos del bioterio de la UAM Xochimilco. 

 

2.5.4 Inoculación intracardiaca 

Se utilizaron ratones hembra CD1 Nu/Nu de entre seis y ocho semanas de edad (n=14). Cada ratón se fijó 

en posición decúbito dorsal con cinta adhesiva para mantenerlo en posición. Se sujetó el esternón y se 
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inyectó la suspensión celular en el ventrículo izquierdo del corazón. Se utilizaron agujas nuevas para cada 

uno de los ratones y se inocularon 1X105 células SK-N-AS. Después de la inyección se colocaron a un tapete 

térmico para evitar la pérdida de calor corporal y se vigilaron constantemente hasta recuperarse de la 

anestesia. Posteriormente se le transfirió a su respectiva caja. 

 

2.5.5 Colecta de tejidos 

Al concluir el experimento, los animales fueron sacrificados y se recolectaron las extremidades pélvicas. 

Las muestras se conservaron en formalina durante 48 horas, se lavaron con PBS y finalmente se 

conservaron en etanol 70%. Los huesos extraídos se enviaron al Laboratorio Nacional de Microscopía 

Avanzada (Instituto de Biotecnología, Cuernavaca), donde se realizaron estudios radiográficos por medio 

de un sistema in-Vivo Xtreme (Bruker). 

 

2.6 Análisis estadístico 

Los experimentos se realizaron por triplicado, fueron analizados con el paquete computacional Graph Pad 

Prism 6 utilizando las pruebas paramétricas de análisis de varianzas (ANOVA) de una y dos vías, seguido 

del post test de Bonferroni o Tukey, dependiendo el caso. Los resultados significativos fueron aquellos con 

una p < 0.05.   
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Capítulo 3. Resultados  

3.1 Niveles de respuesta al TGF-β en células de NB 

Las células SK-N-AS expresan los receptores I y II del TGF-β  

Como primer paso para evaluar el nivel de respuesta al TGF-β en células de NB, se analizó la expresión de 

los receptores I y II del TGF-β en células SK-N-AS y se comparó con la expresión en otras líneas celulares 

de cáncer: MDA-MB-231, T47D (correspondientes a líneas celulares de cáncer de mama) y PC3, DU145 

(líneas celulares de cáncer de próstata), se eligieron determinados linajes celulares por su modulación al 

ser expuestas al TGF-β (Fournier, 2015 y Juárez, 2017). En la Figura 6 se observa que las células MDA-MB-

231, DU145 y SK-N-AS presentan niveles de ARNm del TβRI similares. 

 

Figura 6. Expresión relativa del ARNm del Receptor I del TGF-β en diferentes líneas celulares de cáncer comparado 
con células de NB humano (SK-N-AS). Los datos de la gráfica representan la media ± error estándar de la media 
(SEM), el análisis estadístico se realizó utilizando ANOVA de una vía y prueba de Bonferroni para comparaciones 
múltiples. (*Datos significativos p <0.05). 

 

Respecto al nivel de expresión relativa del ARNm del TβRII las células MDA-MB-231 y DU145 

presentan niveles similares entre sí. En este receptor en particular, las células SK-N-AS únicamente 

presentan niveles diferentes con las células T47D (Figura 7). 
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Figura 7. Expresión relativa del ARNm del Receptor II del TGF-β en diferentes líneas celulares de cáncer comparado 
con células de NB humano (SK-N-AS). Los datos de la gráfica representan la media ± SEM, el análisis estadístico se 
realizó utilizando ANOVA de una vía y prueba de Bonferroni para comparaciones múltiples. (*Datos significativos p 
<0.05, células MDA-MB-231, DU145 y SK-N-AS presentan niveles similares entre ellas, # células SK-N-AS no presentan 
diferencias significativas con células PC3). 

 

Se puede observar que la expresión relativa del ARNm de los receptores I y II de TGF-β en las 

células SKNAS es similar a las líneas celulares MDA-MB-231 y DU145, por lo que el siguiente paso fue 

comprobar la activación de la vía de señalización canónica del TGF-β en las células de NB. 

 

3.1.1 Activación de la vía canónica de TGF- β en células de NB 

Respecto a la comprobación de la activación de la vía de TGF-β, se buscó la presencia de proteínas Smad 

2 y 3 y proteínas Smad 2 y 3 fosforiladas mediante Western blot. Para ambas proteínas se esperaba la 

presencia de una banda entre el peso de 50 y 60 kDa (52.6 kDa específicamente).  

Las proteínas Smad 2/3 fueron identificadas en todos los grupos de estudio en células N2A (Figura 

8-A), sin embargo; no se encontró señal de las proteínas Smad 2/3 fosforiladas en ningún grupo de estudio. 

Se ajustaron los parámetros de dilución del anticuerpo primario (Anti-Phospho-Smad2/Smad3) a 1:500 
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con el fin de detectar señal quimioluminiscente para las proteínas fosforiladas, no se apreció ninguna 

banda en el peso esperado de 52 kDa (Figura 8-B).  

 

Figura 8. Western Blot para la identificación de proteínas Smad 2/3 y Smad 2/3 fosforiladas en células Neuro-2A. 
(A) Detección de proteínas Smad 2/3 en 52 kDa. (B) Membrana incubada con anticuerpo primario anti P-Smad2/3 
(Smad 2/3 fosforiladas). En ambas membranas se cargaron 40 μg de proteína por grupo de estudio, las membranas 
fueron bloqueadas con TBS-T con leche al 5% por dos horas. Se incubaron toda la noche con el anticuerpo respectivo 
a una dilución de 1:1000. El anticuerpo secundario fue anti-conejo a una dilución de trabajo 1:40,000. Grupos de 
estudio C: Control, T: TGF-β, B: sBG (Betaglicano soluble) y B/T: sBG, TGF-β.   

  

En el caso de células SK-N-AS se observó el mismo patrón: las proteínas Smad 2/3 fueron 

identificadas en todos los grupos de estudio, sin embargo; no se detectó señal de las proteínas Smad 2/3 

fosforiladas (Figura 9).  

 



24 

 

Figura 9. Western Blot para la identificación de proteínas Smad 2/3 y Smad 2/3 fosforiladas en células SK-N-AS. 
(A) Detección de proteínas Smad 2/3 en 52 kDa. La membrana se incubó con el anticuerpo respectivo a una dilución 
de 1:1000. (B) Membrana incubada con anticuerpo primario anti P-Smad2/3 (Smad 2/3 fosforiladas) a una diluación 
1:500. En ambas membranas se cargaron 50 μg de proteína por grupo de estudio, las membranas fueron bloqueadas 
con BSA al 5% por dos horas. El anticuerpo secundario fue anti-conejo a una dilución de trabajo 1:40,000. Grupos de 
estudio C: Control, T: TGF-β, B: sBG (Betaglicano soluble) y B/T: sBG, TGF-β.   

 

Se buscó la presencia de proteínas Smad 2/3 fosforiladas en ambas líneas celulares de NB (Neuro-

2A y SK-N-AS), así como en células MDA-MB-231, mediante fraccionamiento nuclear y para su 

comparación con la fracción citosólica. En la fracción citosólica se detectó señal leve en un peso molecular 

correspondiente a 50 kDa para proteínas Smad 2/3 fosforiladas, en las muestras de las células MDA-MB-

231 y N2A, sin embargo se observó ruido (señal) de fondo. La detección de proteínas Smad 2/3 es evidente 

en todas las líneas celulares y en ambos grupos de estudio e incluso la señal es más intensa en el grupo 

tratado con TGF-β de las células MDA-MB-231 y N2A (Figura 10-A). En la fracción nuclear no se detectó 

señal para proteínas (Figura 10-B). 
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Figura 10. Western blot para detección de la proteína P-Smad2/3 (Smad2/3 Fosforiladas) en células MDA-MB-231, 
SK-N-AS y Neuro-2A. (A) Fracción citosólica. (B) Fracción nuclear. Las membranas fueron bloqueadas con BSA 5% 
por dos horas. Se incubó toda la noche con el anticuerpo anti-P-Smad2/3 una dilución de 1:500 y antiSmad2/3 a una 
dilución de trabajo de 1:500. El anticuerpo secundario fue anti-conejo a una dilución de 1:40,000. Anti-tubulina 
1:4,000 detectado con anti-ratón 1:40,000 como control de carga. 

 

Desafortunadamente no fue posible comprobar la activación de la vía de señalización canónica del 

TGF-β en las células de NB, consideramos que principalmente fueron problemas técnicos relacionadas con 

la metodología de Western Blot a pesar de realizar fraccionamiento nuclear y citosólico, ya que tampoco 

se detectó presencia de las proteínas Smads fosforiladas en las células MDA-MB-231 que se utilizaron 

como células de control. 

 A pesar de no comprobar la activación de las proteínas Smad 2/3, la respuesta de las células de NB 

al TGF-β puede ser evaluada a nivel transcripcional, por lo que el siguiente paso fue la medición de la 

expresión de genes regulados por el TGF-β en células de NB. 
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3.1.2 Niveles de expresión de genes regulados por TGF-β en células de NB 

Expresión de genes pro metastásicos regulados por el TGF-β en células SK-N-AS 

Al confirmar que la expresión de receptores del TGF-β I y II en las células SK-N-AS es similar a las líneas 

celulares DU145 y MDA-MB-231, se prosiguió a la medición de la expresión relativa de ARNm de los genes 

PMEPA1, CXCR4 y PTHrP en los diferentes grupos de estudio en células SK-N-AS y DU145 mediante PCR en 

tiempo real.  

El objetivo de analizar un grupo expuesto al sBG es comprobar la activación del TGF-β (se espera 

que los efectos observados en este grupo sean menores que el grupo expuesto al TGF-β). Asimismo, el 

fundamento de tener un grupo de estudio expuesto a sBG en la fase de pre-tratamiento y posteriormente 

al TGF-β consiste en primer lugar bloquear la señal de TGF-β presente intrínsecamente en las células y 

posteriormente analizar el efecto del TGF-β a partir de un estado basal. 

Existe evidencia que los genes evaluados (PMEPA1, CXCR4 y PTHrP) son regulados por el TGF-β 

(Fournier, 2015; Kang, 2003 y Yin, 1999).  

PMEPA1 (proteína transmembrana de próstata inducida por andrógenos 1, por sus siglas en inglés) 

es un gen que codifica para para una proteína transmembrana que contiene motivos de interacción con 

proteínas Smads, inducido por andrógenos y otros factores como el TGF-β, factor de crecimiento 

epidermal (EGF, por sus siglas en inglés), factor de crecimiento derivado de plaquetas y factor de 

crecimiento derivado de insulina (Nie, 2016 y Fournier, 2015).  

En la Figura 11-A se aprecia que las células SK-N-AS del grupo de estudio sBG/TGF-β, elevan la 

expresión de PMEPA1 de forma significativa. Por su parte, las células DU145 de ambos grupos de estudio 

cultivados en presencia del TGF-β presentaron un aumento en la expresión relativa de PMEPA1 y en ambas 

líneas celulares se comprobó la inhibición de la expresión de PMEPA1 en presencia de sBG.  
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Figura 11. Expresión relativa del ARNm de genes regulados por TGF-β en células DU145 y SK-N-AS.  Las células 
fueron pre tratadas con sBG (5μg/ml) ± tratamiento con TGF-β (5 ng/ml) por 24 horas. Se midió la expresión de los 
genes PMEPA1 (A), CXCR4 (B) y PTHrP (C) mediante PCR en tiempo real. Cada línea celular se analizó por separado: 
Los datos de la gráfica representan la media ± error estándar de la media (SEM), el análisis estadístico se realizó 
utilizando ANOVA de una vía y prueba de Bonferroni para comparaciones múltiples. (Datos significativos *p < 0.05, 
**p < 0.01, ***p < 0.001). 
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CXCR4 (receptor de quimiosinas tipo 4, por sus siglas en inglés) gen que codifica para la proteína 

con el mismo nombre, en cáncer de mama es altamente regulado por el TGF-β (Zhao, 2010) y se ha 

encontrado sobreexpresión de este gen en más de 23 tipos diferentes de cáncer (Chatterjee, 2014). 

Al analizar la expresión relativa de ARNm de CXCR4 en células DU145 se puede observar una 

elevación en la expresión relativa de CXCR4 en el grupo tratado con sBG y de forma notoria el grupo 

sBG/TGF-β presentó un incremento sustancial en la expresión de ARNm de CXCR4 a diferencia de los 

grupos: Control, TGF-β y sBG. Al comparar estos niveles de expresión con las células SK-N-AS se aprecia 

una elevación significativa en la expresión de CXCR4 en todos los grupos de estudio, sin embargo, la 

elevación en el grupo sBG/TGF-β no fue tan marcada como en las células DU145 (Figura 11-B). 

PTHrP (péptido relacionado a la hormona paratiroidea) cuando es secretado por células 

cancerosas puede inducir hipercalcemia en los pacientes, es un gen altamente regulado por el TGF-β y 

juega un papel protagónico en el establecimiento de metástasis óseas en cáncer de mama (Yin, 1999). Para 

el caso de la expresión de ARNm de PTHrP en las células DU145 se observa un efecto similar que en la 

expresión de CXCR4: las células DU145 del grupo sBG/TGF-β muestran un incremento significativo en la 

expresión de ARNm de PTHrP, sin observarse cambios significativos en los demás grupos respecto al grupo 

control. Las células SK-N-AS por su parte, presentan un aumento en la expresión relativa de ARNm de 

PTHrP en todos los grupos de estudio comparada con su grupo control y de forma notable se aprecia que 

en los grupos expuestos al TGF-β de esta línea celular, el nivel de expresión de PTHrP fue mayor que el 

grupo expuesto a sBG (Figura 11-C). 

Respuesta de las células Neuro-2A al TGF-β  

Para el caso de las células de NB de ratón (Neuro-2A) se analizó la expresión relativa de PTHrP y se comparó 

con la línea celular 4T1 debido a su modulación al ser expuesta al TGF-β (Muraoka, 2002). En la Figura 12 

se muestra el análisis de la expresión de PTHrP en las líneas celulares de ratón 4T1 comparada con N2A, 

donde se puede observar que las células de NB no presentan diferencias en la expresión de PTHrP en los 

diferentes grupos de estudio, comparado con la expresión en células 4T1 donde se aprecia el aumento en 

la expresión de este gen al ser expuestas al TGF-β.  
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Figura 12. Expresión relativa de PTHrP en células 4T1 y N2A.  Las células fueron pre tratadas con sBG (5μg/ml) ± 
tratamiento con TGF-β (5 ng/ml) por 24 horas. Se midió la expresión del ARNm de Pthrp mediante PCR en tiempo 
real. Cada línea celular se analizó por separado: Los datos de la gráfica representan la media ± error estándar de la 
media (SEM), el análisis estadístico se realizó utilizando ANOVA de una vía y prueba de Bonferroni para 
comparaciones múltiples. (Datos significativos *p < 0.05, **p < 0.01). 

 

3.2 Efecto de TGF-β en los procesos celulares de migración, proliferación y apoptosis en líneas 

celulares de NB 

3.2.1 El TGF-β aumenta parcialmente la migración en células SKNAS. 

Uno de los sellos distintivos de las células cancerosas es la capacidad que poseen para poder invadir tejidos 

adyacentes y posteriormente desarrollar metástasis. Mediante el ensayo de la herida se evaluó si el TGF-

β tiene un efecto en la tasa de migración de las células de NB. 

Se llevó a cabo registro fotográfico de la herida en ambas líneas celulares por 72 horas, sin 

embargo; después de las 56 horas de seguimiento, la proliferación, tanto de células SK-N-AS como N2A 

para ambos grupos de estudio (Control y TGF-β), generó una confluencia en la monocapa celular ~100% 

por lo que únicamente se evaluaron los cambios hasta las 48 horas de tratamiento (imágenes no 

mostradas). Se evaluó el área correspondiente a la herida en todos los grupos, con ayuda del software 

ImageJ se cuantificó el área de la herida. 
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Como se puede observar en la Figura 13-A y B en las células SK-N-AS aumentó la tasa de migración 

en el grupo con TGF-β, pero este efecto sólo es significativo hasta las 48 horas de seguimiento y para el 

caso de las células N2A no se observaron cambios significativos entre los grupos de estudio (Figura 13-C y 

D).  

Una característica particular de las células N2A es el desprendimiento del fondo de la placa al 

encontrarse en una confluencia mayor del 90%, lo que dificultó la evaluación del área en la región donde 

fue trazada la herida; ya que se observaban células dentro del área, sin estar adheridas ni tener contacto 

con las células adherentes (Figura 13-C, 48 horas).   

 

Figura 13. Ensayo de migración en células de NB. Se realizó el ensayo de la herida, se rasgó la monocapa confluente 
de células SK-N-AS y Neuro-2A, se llevó a cabo registro fotográfico con microscopio invertido a 10X cada 8 horas para 
observar la tasa de migración. (A) Imágenes representativas de los grupos Control y TGF-β a las 0 y 48 horas en células 
SK-N-AS. (B) Gráfico que muestra la diferencia en el área de la herida a través del tiempo, la medición del área de la 
herida (región sombreada) se realizó con el programa ImageJ. (C) y (D) para células Neuro-2A, t de student *p<0.05. 
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3.2.2 Efecto del TGF-β en la proliferación de células de NB 

El efecto en la viabilidad de células de NB de los diferentes grupos de tratamiento fue evaluado mediante 

ensayo con MTT. En la Figura 14 se observa que el TGF-β aumenta la proliferación de las células de NB (SK-

N-AS y N2A) a las 24 horas de tratamiento en comparación el grupo control. Este efecto ya no es 

significativo a las 48 horas de tratamiento. Para el caso de las células N2A el aumento en la proliferación 

es significativo para el grupo tratado con sBG/TGF-β a las 24 horas de tratamiento. 

El betaglicano soluble (sBG) disminuye la viabilidad de las células de NB. 

En ambas líneas celulares se puede apreciar que a las 48 horas de tratamiento con sBG disminuye 

la viabilidad celular, una característica importante de resaltar en este experimento es el grupo tratado con 

sBG y TGF-β, ya que en la evaluación inicial de la proliferación a 24 horas se observó un incremento en la 

viabilidad de las células cancerosas en ambas líneas celulares, siendo significativo únicamente para las 

células de NB de ratón; pero de forma interesante a las 48 horas de tratamiento, la disminución de la tasa 

de proliferación es significativa para ambas líneas celulares.  

 

 

Figura 14. Ensayo de proliferación celular en 24 y 48 horas. Se midió la absorbancia de las células de NB en la 
presencia de MTT a 570 nm a las 24 y 48 horas de tratamiento. (A) Células SK-N-AS, (B) Células N2A. Se observan 
cambios significativos en los grupos tratados con sBG y éstos se acentúan a las 48 horas de tratamiento en ambos 
linajes celulares. Prueba estadística ANOVA de dos vías, post test de Bonferroni (*Datos significativos p <0.05).  
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3.2.3 Efecto del TGF-β en apoptosis en células de NB 

Con base en los resultados de proliferación celular, el análisis de apoptosis se realizó únicamente a las 48 

horas de tratamiento en ambas líneas celulares. El grupo control positivo para apoptosis fue tratado con 

solución salina 0.9% durante el mismo periodo de tiempo.  

En la Figura 15 se puede observar la morfología de los distintos grupos analizados con aumento 

20X, para los grupos controles positivos para apoptosis se puede apreciar el cambio en la morfología 

celulares respecto a los demás grupos de estudio; se observa menor confluencia, células reducidas en 

tamaño y de forma esferoidal. Asimismo, es importante observar la morfología de las células del grupo 

tratado con sBG/TGF-β, ya que a diferencia de los demás grupos (Control, TGF-β y sBG) se aprecian mayor 

número de células pequeñas y redondas, así como menor confluencia sobre todo para las células Neuro-

2A. 

 

Figura 15. Imágenes representativas de células de NB después de 48 horas de tratamiento de los distintos grupos 
de estudio para la línea celular SK-N-AS (A) y Neuro-2A (B). En ambos casos se puede apreciar que en las células del 
grupo tratado con solución salina se presenta un cambio en su morfología, las células se aprecian de menor tamaño, 
menor confluencia entre ellas y de forma esférica comparadas con los demás grupos de estudio. De igual forma en 
los grupos tratados con sBG/TGF-β se pueden apreciar células pequeñas y esféricas, así como menor confluencia. 

 

En la Figura 16 se muestra el análisis de apoptosis mediante citometría de flujo con Anexina V y 

Iodouro de Propidio (IP) para las células SK-N-AS y en la Figura 17 para las células N2A. En los cuadrantes 
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Q4 se encuentra la población celular viable, los cuadrantes Q3 y Q2 representan las células en apoptosis; 

en Q3 se localizan las células positivas para Anexina V (apoptosis temprana) y Q2 células en apoptosis 

tardía (ya que fueron positivas para ambos: Anexina V e IP), finalmente en el cuadrante Q4 se 

esquematizan las células necróticas (positivas para IP).  

 

Figura 16. Análisis de apoptosis de células SKNAS en los diferentes grupos de estudio a las 48 horas de tratamiento. 
Las células fueron teñidas con AlexaFluor® 488-Anexina V / Ioduro de propidio (100 μg/ml), posteriormente se 
analizaron mediante citometría de flujo. Se adquirieron 150 μl de cada a una velocidad de 200 μl/min pasando 
alrededor de 500 eventos por segundo. Se muestran los porcentajes de las distintas subpoblaciones celulares Q1: (+) 
IP, Q2: (+) IP/Anexina-V, Q3: (+) Anexina-V y Q4 (-). 

 

 

 

 

Figura 17. Análisis de apoptosis de células Neuro-2A en los diferentes grupos de estudio a las 48 horas de 
tratamiento. Las células fueron teñidas con AlexaFluor® 488-Anexina V / Ioduro de propidio (100 μg/ml), 
posteriormente se analizaron mediante citometría de flujo. Se adquirieron 150 μl de cada a una velocidad de 200 
μl/min pasando alrededor de 500 eventos por segundo. Se muestran los porcentajes de las distintas subpoblaciones 
celulares Q1: (+) IP, Q2: (+) IP/Anexina-V, Q3: (+) Anexina-V y Q4 (-).  
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En el análisis de apoptosis de este trabajo se observó que las células SK-N-AS a diferencia de las 

células N2A, son más resistentes en términos de viabilidad. El porcentaje de células SK-N-AS vivas en todos 

los grupos de estudio fue cerca del 90%, con excepción del grupo sBG/TGF-β que presentó 83.5% de células 

vivas. Específicamente en esta línea celular se observó un ligero aumento en la población de células en 

necrosis de los grupos de estudio comparadas con el grupo control (Tabla 2.). 

Tabla 2. Datos obtenidos del ensayo de apoptosis en las células SK-N-AS   

Grupo de 

estudio 

Células Viables Células en Apoptosis 

Temprana 

Células en Apoptosis 

Tardía 

Células en Necrosis 

Control  90.3% 2.79% 0.71% 6.19% 

TGF-β 87.5% 2.22% 0.58% 9.73% 

sBG 87.7% 1.23% 0.44% 10.6% 

sBG/TGF-β 83.5% 1.91% 0.64% 14% 

 

Para el caso de las células N2A se observó que la población de las células vivas fue menor en 

comparación con las células SK-N-AS y de forma notoria el grupo expuesto a sBG/TGF-β presentó alrededor 

del 20% menos población de células vivas que el grupo control. Respecto a la población de células en 

necrosis y apoptosis tardía, los cuatro grupos fueron similares. Por otro lado, en la Tabla 3. se observa que 

las células del grupo sBG/TGF-β presentaron un aumento de la población en apoptosis temprana en 

comparación con los demás grupos y de forma importante con el grupo Control (22.1% vs 3.59%, 

respectivamente) (Tabla 3.). 

 

Tabla 3. Datos obtenidos del ensayo de apoptosis en las células Neuro-2A   

Grupo de 

estudio 

Células Viables Células en Apoptosis 

Temprana 

Células en Apoptosis 

Tardía 

Células en Necrosis 

Control  79.7% 3.59% 1.12% 15.5% 

TGF-β 70% 14.1% 4.13% 11.8% 

sBG 73.8% 7.64% 2.69% 15.9% 

sBG/TGF-β 60.4% 22.1% 5.61% 11.9% 
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Estos resultados son compatibles con los datos obtenidos en el ensayo de proliferación, donde se 

observó una disminución en la viabilidad celular en el grupo tratado con sBG/TGF-β, sin embargo; es 

preciso complementar el análisis de apoptosis para confirmar si este efecto es significativo.  

 

3.3 Establecimiento de un modelo animal de metástasis ósea de NB 

Con el objetivo de evaluar la capacidad de las células N2A para formar tumor en ratones se realizó 

inoculación subcutánea de células N2A en los flancos laterales de cada ratón, se evaluaron ocho ratones 

hembra Balb/C de cuatro semanas de edad y nueve ratones hembra C57/BL6 de la misma edad. De todos 

los ratones sólo uno desarrolló tumor subcutáneo (Figura 18-A), perteneciente a la cepa de Balb/C que 

corresponde al 12.5% de esa cohorte de ratones inoculados, el resto de los ratones fueron evaluados por 

un periodo de seis semanas sin observar desarrollo de tumores en ninguna cepa y en términos globales el 

peso corporal no disminuyó, lo que indicaba que los animales se encontraban sanos (Figura 19-A). 

 

Figura 18. Fotografías de los ratones Balb/C que desarrollaron tumor macroscópico. (A) Ratón que presentó 
desarrollo de tumor subcutáneo en flanco izquierdo. (B) Ratón que desarrolló tumor en rodilla izquierda, 14 días 
después de la inoculación intratibial. 

 

A pesar de que el porcentaje de ratones Balb/C que formó tumor fue muy bajo se prosiguió a 

evaluar la formación de tumor mediante inoculación intratibial, para este procedimiento se estudiaron 10 

ratones Balb/C de cuatro semanas de edad, se inocularon 2X105 células N2A en la región proximal de 
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ambas tibias, durante el experimento dos ratones murieron posterior a la inoculación intratibial, 

posiblemente a causa del cóctel anestésico y aunado a la inoculación.  

Respecto al peso corporal, en toda la población de estudio disminuyó alrededor de un gramo 

posterior a la intervención, sin embargo, después del día 10 todos los animales recuperaron el peso y la 

tendencia en toda la cohorte fue un aumento gradual del peso corporal, a excepción de un ratón que 

desarrolló tumor macroscópico en la extremidad pélvica izquierda (Figura 17-B).  

 

Figura 19. Gráficos que muestran la fluctuación en el peso corporal de los ratones como parámetro de bienestar. 
(A) Ratones Balb/C (izquierda) y C57/BL6 (derecha) inoculados con células Neuro-2A en flancos laterales. (B) Ratones 
con inoculación intratibial de células Neuro-2A (izquierda) y células SK-N-AS (derecha). (C) Ratones CD1 Nu/Nu 
inoculados con células SK-N-AS en ventrículo izquierdo. 
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Para los ratones que recibieron inoculación intratibial o intracardiaca el periodo de seguimiento 

fue de 14 y 28 días, el tiempo se determinó con lo descrito por Tsutsumimoto, 2016 y en experimentos 

realizados dentro del Grupo de Cáncer y Hueso (CICESE); al concluir el periodo de seguimiento en cada 

grupo, los ratones se sacrificaron y se disecaron ambas extremidades pélvicas para su análisis con estudios 

radiográficos.  

En la Figura 20 se observan las imágenes de Rayos X de los ratones Balb/C con inoculación 

intratibial de células N2A. De los ocho ratones inoculados, sólo dos formaron tumor macroscópico, que 

corresponde al 25%, sin embargo, la formación tumoral se localiza en tejido blando y en ningún individuo 

inoculado de esta cohorte se aprecian lesiones radiolúcidas que indicarían presencia de metástasis óseas. 

 

Figura 20. Imágenes radiográficas representativas de los miembros pélvicos de ratones con inoculación intratibial 
de células Neuro-2A. (A) Se muestra imagen de Rayos X de miembros pélvicos de ratón Balb/C que no desarrolló 
tumor macroscópico, no se observan lesiones radiolúcidas para comparación con (B y C) Se observa formación de 
tumor en tejido blando en región proximal de la tibia, no se observan lesiones osteolíticas. 

 

En la Figura 21 se muestran las imágenes de Rayos X representativas de los miembros pélvicos de 

los ratones con inoculación intratibial de células SK-N-AS en ratones Nu/Nu de seis a ocho semanas de 

edad. De esta cohorte de ratones inoculados, dos de ellos formaron tumor macroscópico, que corresponde 

al 22.2% de los animales intervenidos. De forma notoria los individuos que formaron tumor macroscópico 

presentaron pérdida de la continuidad en el tejido ósea en la región proximal de la tibia, ambos fueron 

sacrificados a los 28 días posteriores a la inoculación intratibial (Figura 21). 
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Figura 21. Imágenes radiográficas representativas de los miembros pélvicos de ratones con inoculación intratibial 
de células SK-N-AS. (A) Se muestra imagen de rayos X de ratón que desarrolló tumor macroscópico, se observa 
presencia de región radiolúcida en región proximal de la tibia (flecha). (B) Rayos X de ratón que formó tumor 
macroscópico, se observa presencia de lesión radiolúcida en ambas tibias (flechas). 

 

En la Figura 22 se muestran las imágenes de Rayos X representativas de los miembros pélvicos de 

los ratones con inoculación intracardiaca de células SK-N-AS en ratones Nu/Nu de seis a ocho semanas de 

edad. En ninguno de los ratones inoculados se apreciaron lesiones radiolúcidas indicativas de osteólisis. 

 

Figura 22. Imágenes radiográficas representativas de los miembros pélvicos de ratones con inoculación 
intracardiaca de células SK-N-AS. No se observan lesiones radiolúcidas. (A y B) Corresponden a ratones que fueron 
sacrificados a los 14 días posteriores a la inoculación en ventrículo izquierdo, (C y D) fueron ratones sacrificados a los 
28 días posteriores a la intervención.  
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Capítulo 4. Discusión  

El TGF-β tiene un papel clave en diferentes etapas del desarrollo del sistema nervioso, por lo que los 

procesos celulares que regula (principalmente proliferación y migración) son clave en la fisiopatología del 

NB. Las células que presentan una transformación y dan origen al desarrollo de NB pertenecen a un linaje 

que no ha sido completamente diferenciado y el grado de diferenciación correlaciona con el grado de 

agresividad de la enfermedad y pronóstico en los pacientes.  

 

4.1 Respuesta de las células de NB a TGF-β 

Las células SK-N-AS de forma similar que otras células cancerosas como las células MDA-MB-231 (cáncer 

de mama) y las células DU145 (cáncer de próstata) expresan niveles similares de receptores del TGF-β. 

Esta expresión de receptores concuerda con lo reportado en muestras de pacientes con estadios 

avanzados de NB (Iolascon, 2000) quienes observaron presencia de TβRI y TβRII en estudios 

inmunohistoquímicos en biopsias de pacientes con NB y ausencia del TβRIII y comprobaron dichos 

resultados mediante RTqPCR.  

En el siguiente nivel de la cascada de señalización del TGF-β se encuentran las proteínas 

intracelulares Smad 2/3 que al ser fosforiladas se unen a la proteína Smad4, ingresan al núcleo y se inicia 

la activación o inhibición de genes, para generar una respuesta celular. 

 

4.1.1 Activación de la vía de señalización de TGF-β mediada por proteínas Smad 2/3 

Una de las principales limitantes en la detección de las proteínas Smad 2/3 fosforiladas que nos indicarían 

la activación de esta vía de señalización fue la baja o nula señal obtenida en los Western blot. Para poder 

ver las proteínas fosforiladas utilizamos el anticuerpo con la menor dilución posible, sin embargo, esto 

derivó en poca especificidad del anticuerpo anti-P-Smad 2/3 utilizado, ya que se observaron diversas 

bandas en diferentes pesos moleculares en el grupo correspondiente a células MDA-MB-231, aunque se 

detecte la presencia de bandas en el peso molecular esperado (52 kDa) lo que podría indicar una señal 

cruzada con otras proteínas.  
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Por otro lado, una posible razón por la cual no se detecte la presencia de proteínas Smad 2/3 

fosforiladas en las células de NB podría ser la activación de vías alternas para el establecimiento de 

metástasis óseas, como podría ser la vía MAPK (Knelson, 2014). Sin embargo; al no detectar señal en las 

células MDA-MB-231, se podría asumir un error en la metodología o anticuerpo utilizado.   

 A pesar de no haber comprobado la activación de la vía canónica de señalización del TGF-β, en 

este trabajo realizamos análisis de la expresión de genes blanco en células de NB. 

 

4.1.2 Efecto del TGF-β en la expresión de genes pro-metastásicos en células de NB 

En este proyecto se analizó la expresión de genes que son altamente regulados por TGF-β en líneas 

celulares de diferentes tipos de cáncer (mama, próstata, melanoma, entre otros), estos genes favorecen 

el establecimiento y desarrollo de metástasis óseas (Yin, 1999; Kang, 2005; Javelaud, 2007; Fournier, 

2015).  

Las células SK-N-AS elevan la expresión de PMEPA1 al ser cultivadas en presencia del TGF-β. Sin 

embargo, es notable la diferencia que existe entre las células DU145 y las células SK-N-AS. La expresión de 

este gen no se ha reportado anteriormente en líneas celulares de NB y la principal razón por la que se 

analizó la expresión de dicho gen en las células de NB, se debe a que PMEPA1 es un gen inducido por el 

TGF-β (Watanabe, 2009). Una de las razones por la que podría existir esta diferencia es el linaje celular, Xu 

et. al. (2003) reportaron que la expresión de PMEPA1 es muy abundante en tejido prostático y su expresión 

está restringida a células epiteliales de próstata. 

Para el caso de CXCR4 y PTHrP es muy evidente la diferencia en expresión del grupo sBG/TGF-β en 

células DU145 comparadas con SK-N-AS, sin embargo; se observa una elevación de la expresión relativa 

de CXCR4 en las células de NB al ser expuestas tanto a TGF-β como sBG.  

Al respecto, Shankar et. al. (2015) analizaron la expresión de CXCR4 en 20 líneas celulares de NB y 

observaron que existe una gran heterogeneidad y las clasificaron dependiendo su potencial invasivo, sin 

embargo; no utilizaron la línea SK-N-AS. Por otro lado existen varias investigaciones (Germinder et al., 

2001 y Liberman et al., 2012) donde se reporta que la expresión de CXCR4 en células de NB juega un papel 

fundamental para la proliferación y quimiotaxis de las células cancerosas al sitio de metástasis, en 



41 

particular Germinder (2001) reporta que el desarrollo de metástasis óseas en NB está regulada por el 

acoplamiento de CXCR4 con su ligando SDF-1 (Factor 1 derivado del estroma celular, por sus siglas en 

inglés), pero al llegar las células cancerosas al hueso disminuye la expresión de CXCR4 en el sitio 

metastásico. Esto podría explicar la sutil expresión que se observó en esta investigación (comparada con 

las células DU145) y que es ligeramente estimulada por TGF-β.  

Finalmente para la expresión de PTHrP se observa el mismo patrón de expresión de CXCR4. PTHrP 

es un gen altamente regulado por el TGF-β y tiene un papel muy importante en el desarrollo de lesiones 

osteolíticas y osteoblásticas en metástasis de cáncer de mama y próstata, respectivamente (Yin et. al., 

1999 y Liao et. al., 2008). De Torres et. al. (2009) reportan que la expresión de PTHrP en tumores 

neuroblásticos es directamente proporcional al grado de diferenciación del tejido tumoral, en esta 

investigación se utilizó una línea celular de NB que se aisló de un tumor agresivo (metastásico) y poco 

diferenciado por lo que esto podría dar respuesta a la baja expresión que se encontró de PTHrP para el 

caso de la línea celular SK-N-AS.  

Respecto a las células N2A que fueron aisladas de un tumor espontáneo en ratón albino, la baja 

regulación que presentan posterior a la exposición al TGF-β o sBG puede ser debida a que no son una 

estirpe agresiva en comparación a las células 4T1, las cuales derivan de lesiones metastásicas en ratones 

con cáncer de mama (Lelekakis, 1999). 

 

4.2 Efecto de TGF-β en procesos celulares 

4.2.1 Migración 

Uno de los múltiples procesos celulares que regula el TGF-β es la diferenciación de las células (Massagué, 

1998), en el caso particular de las células de NB se conoce que existe una alteración en el proceso 

migración de las células de las crestas neurales que aunado a otras alteraciones genéticas, dan origen a la 

transformación maligna de estas células (Matthay, 2016).  

Los ensayos de migración celular realizados en este trabajo, fueron evaluados mediante el ensayo 

de la herida. Se realizaron diversos ensayos preliminares con el objetivo de evaluar el cierre de la herida 

en las células de NB, la principal característica que se consideró fue el porcentaje de SFB que se adicionó 
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al medio de cultivo. La única ocasión en la que se cerró por completo el área de la herida, en ambas líneas 

celulares de NB, fue al realizarse el ensayo con medio de cultivo suplementado con 10% de SFB sin periodo 

de inanición; esto dificulta la evaluación de la tasa de migración porque es complejo evaluar si el cierre fue 

debido a migración de las células o proliferación de las mismas. 

Nuestros resultados mostraron que las células de NB de humano (SK-N-AS) presentan mayor tasa 

de migración al ser expuestas a TGF-β, por su parte, las células de ratón (N2A) no mostraron diferencias 

entre los grupos de estudio. 

El aumento en la tasa de migración en las células SK-N-AS del grupo expuesto al TGF-β puede estar 

dado por cambios en el citoesqueleto como lo sugiere Scarpa et al. (1996), quienes reportaron que las 

células SK-N-AS al ser tratadas con TGF-β presentan cambios morfológicos consistentes en el aumento de 

prolongaciones citoplásmicas largas y delgadas (denominados neurofilamentos) a diferencia de su 

contraparte no expuesta a la citocina, este cambio en la morfología no fue tan evidente como lo reporta 

Scarpa; sin embargo, podría explicar la diferencia que se observa en la disminución del área de la herida. 

Estos resultados también coinciden con Luo et al. (1999) quienes demuestran que células de NB expuestas 

al TGF-β presentan alteraciones en la migración neuronal y que son ocasionados por la expresión de 

moléculas de adhesión celular asociadas a tejido neural (N-CAM, por sus siglas en inglés). Por otro lado, 

Shao et al. (2017) reportaron que el TGF-β promueve la migración en células de NB (SK-N-SH) y este efecto 

es mediante la vía independiente de proteínas Smads, lo que demuestra consistencia con los resultados 

del ensayo de migración de este trabajo. 

Para las células de ratón (N2A) el TGF-β no tuvo un efecto en la tasa de migración, incluso en 

ningún grupo de estudio se observó el cierre completo de la herida; este resultado contrasta con lo 

reportado por Arumugam et al. (2016), quienes observan ~100% del cierre de la herida en su ensayo de 

migración con células N2A. Una gran diferencia entre las metodologías fue que los autores realizan el 

ensayo con medio de cultivo adicionado con 10% de SFB, sin exponer las células a un periodo de inanición. 

En contraste, para el ensayo de migración de células N2A de este proyecto, los cultivos celulares se 

expusieron a un periodo de inanición durante ocho horas y el ensayo se llevó a cabo con medio de cultivo 

con 5% de SFB, con el fin de evaluar la capacidad de migración de las células y el cierre de la herida no sea 

a causa de proliferación de las mismas.  

En nuestros resultados, el cierre incompleto de la herida en las células N2A podría ser a causa del 

efecto que provoca el periodo de inanición en esta línea celular en particular, aunado al medio de cultivo 
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con bajo porcentaje de SFB en el que se llevó a cabo el ensayo de migración de este proyecto. Zeidler et. 

al. (2017) demostraron que el periodo de inanición en las células N2A, induce la diferenciación de las 

células a neuronas, éstas son metabólicamente más activas, lo cual aumenta el tiempo de división celular 

además de presentar una menor capacidad para almacenar nutrientes en comparación con el fenotipo 

neuroblasto (Zeidler, 2017). Esto podría explicar que el cierre de la herida que observamos en el ensayo 

preliminar sea debido a proliferación de las células N2A. 

 

4.2.2 Proliferación 

En los resultados del ensayo de proliferación a las 24 horas de exposición al TGF-β, en ambas líneas 

celulares (SK-N-AS y N2A) se observó un aumento significativo en la tasa de proliferación de células de NB, 

este resultado es consistente con lo reportado por Scarpa et al. (1996) quienes demuestran que el TGF-β 

participa en la diferenciación de las células de las crestas neurales a neuronas, sin embargo; en las células 

de NB, el TGF-β no induce la diferenciación y por consecuencia las células cancerosas presentan una tasa 

de proliferación mayor que las células no cancerosas.   

Por otro lado, Luo et al. (1999) demostraron que los efectos en la viabilidad celular en NB son 

inducidos mediante la activación de la vía de señalización de ERK (MAPK). El TGF-β puede señalizar a través 

de vías alternas como ERK, por lo tanto; si los efectos observados en las células de NB son mediados por 

el TGF-β, ERK requiere ser determinado y esto daría respuesta a la baja regulación del TGF-β que se 

observó en la medición de genes metastásicos en este proyecto. 

En contraste con los resultados anteriores, tanto las células SK-N-AS como las células N2A, 

presentan una disminución significativa de la viabilidad celular en los grupos expuestos a sBG durante 48 

horas. Estos resultados concuerdan con lo publicado por Knelson et. al. (2014), quienes reportan que 

determinados factores solubles localizados en el estroma de tumores de pacientes con NB inducen la 

diferenciación de las células cancerosas provocando disminución en la proliferación de las células de NB. 

Uno de los factores solubles propuestos por este grupo es el sBG, el cual actúa como un potente 

antagonista del TGF-β, al secuestrar al ligando y disminuir la concentración extracelular disponible del TGF-

β (López-Casillas, 1993).  
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Se han demostrado efectos similares del sBG en otras líneas celulares de cáncer, Bandyopadhyay 

et. al (2005) reportó el efecto in vivo de sBG en ratones inoculados con células DU145 (cáncer de próstata) 

y por su parte, Elderbroom et. al. (2014) demostraron que el sBG disminuye la migración e invasión de las 

células MDA-MB-231 y concluyen que la cantidad de sBG endógeno está inversamente relacionada con el 

potencial metastásico de las células in vitro e in vivo. 

 

4.2.3 Apoptosis 

La apoptosis es un proceso de muerte celular fundamental en los organismos multicelulares, se encuentra 

altamente regulado y organizado. Específicamente en NB, el mecanismo de apoptosis de células tumorales 

juega un papel clave en los pacientes que presentan regresión espontánea; sin embargo, para los casos de 

NB de Alto Riesgo se han reportado defectos a distintos niveles de la vía de señalización de apoptosis que 

se relacionan estrechamente con la agresividad de la enfermedad (Li, 2013).  

 En el análisis de apoptosis de este trabajo se observó que las células de NB expuestas a sBG/TGF-

β presentan menor porcentaje de células vivas y los porcentajes en los grupos de necrosis y apoptosis son 

diferentes para ambas líneas celulares, lo que sugiere que los mecanismos de muerte que están 

sucediendo en las células de NB de humano son diferentes a los que ocurren en las células de NB de ratón. 

Sin embargo, resulta imprescindible analizar nuevamente el efecto del TGF-β y sBG en apoptosis, y en 

diferentes periodos de exposición, para confirmar si el aumento de la población en necrosis de células SK-

N-AS, así como el aumento de células en apoptosis temprana de células N2A, son significativos. De ser 

cierto y aunado a los resultados de proliferación, se podría asumir que el sBG provoca una disminución en 

la viabilidad de las células de NB y conforme a lo reportado por Knelson et. al. (2014) se podría considerar 

que dentro de los factores solubles propuestos por dicho autor, el sBG juega un rol protagónico en la 

proliferación de células de NB.  

 

4.3 Establecimiento de un modelo murino de metástasis ósea en NB 

El descubrimiento de blancos terapéuticos basados en la caracterización genética en metástasis óseas de 

cáncer de mama, melanoma y próstata ha sido posible, en parte, gracias al establecimiento de modelos 
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murinos que permiten imitar las características más sobresalientes de la diseminación de células 

cancerosas al tejido óseo. 

En el caso de NB metastásico óseo, el establecimiento de modelos animales ha sido más 

complicado por la edad en que se desarrolla este tipo de cáncer; una de las características de los modelos 

de metástasis ya establecidos es la utilización de ratones en determinada edad (cuatro a seis semanas de 

vida) que corresponde a una etapa juvenil o adulta temprana, esta es la primera dificultad que debe ser 

valorada para el caso de NB, ya que es un tipo de tumor que se desarrolla en edades muy tempranas y que 

se origina a partir de células neurales progenitoras que presentan una heterogeneidad espacial y temporal 

considerable (Dyer, 2004).  

En este trabajo evaluamos tres diferentes vías de inoculación para el establecimiento del modelo 

murino de NB. En la inoculación subcutánea evaluamos la capacidad de las células para formar tumores 

primarios, en la inoculación intratibial e intracardiaca evaluamos la capacidad de formar tumores en el 

tejido óseo. 

Existen diversos modelos murinos de metástasis ósea en NB como son inoculación de células de 

NB en región retroperitoneal (Katsanis, 1994), inoculación de células cancerosas en la vena lateral de la 

cola (Bogenman, 1996), xenoinjertos derivados de tejido tumoral en pacientes con NB de alto riesgo 

(Sartelet, 2012; Zhao, 2012; Braekeveldt, 2016) así como inoculación sistémica (Tsutsumimoto, 2016; 

Seong, 2017) de células de NB; en los cuales se reporta el desarrollo de lesiones metastásicas en periodos 

de seguimiento prolongados (más de ocho semanas de seguimiento).  

A diferencia de estos modelos murinos de NB metastásico a hueso, en nuestro modelo animal de 

inoculación intratibial se determinaron dos periodos de Fin de Seguimiento que fueron a los 14 y a los 28 

días posteriores a la inoculación, esto fue definido con base en resultados previos de inoculación intratibial 

dentro del Grupo de Cáncer y Hueso (CICESE) y el promedio de aparición de las primeras lesiones 

metastásicas observadas en publicaciones de Tsutsumimoto et al. (2016) y Seong et al. (2017). 

Una de las principales fortalezas del modelo animal de este proyecto fue acelerar el tiempo de 

desarrollo de metástasis al inocular las células tumorales directamente en el tejido óseo, con el objetivo 

que pudiera ser más compatible con el tiempo de desarrollo de metástasis en los pacientes con NB de alto 

riesgo, en quienes las lesiones se desarrollan en un periodo de tiempo muy corto; para ello, al realizar la 
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inoculación intratibial se forzó a limitar el daño en tejido óseo y disminuir el tiempo de seguimiento en los 

animales de estudio.  

Nuestros resultados en ratones Balb/C inoculados con células Neuro-2A muestran que esta línea 

celular es capaz de desarrollar tumores primarios, sin embargo, las células de NB de ratón no poseen la 

agresividad para dañar el tejido óseo. Por otro lado, la formación tumoral que se apreció en los dos ratones 

posiblemente sea debida a una localización de las células fuera del tejido óseo en el momento de la 

inoculación intratibial, lo que provocó el desarrollo de tumor en tejido muscular. 

Uno de los principales factores a considerar de los ratones CD1 Nu/Nu inoculados con células SK-

N-AS en la región intratibial, fue el desarrollo de lesiones líticas. Este resultado coincide con lo reportado 

por Tsutsumimoto et. al. (2016) quienes observan lesiones osteolíticas en miembros pélvicos de ratones 

inoculados con la misma línea celular, sin embargo, ellos emplean la inoculación de las células en el 

ventrículo izquierdo de los ratones y su periodo de seguimiento fue de seis semanas.  

Una de las fortalezas de nuestro modelo de inoculación intratibial fue la formación de lesiones 

osteolíticas en un periodo de 28 días en comparación con los 69 días de seguimiento que reportaron Seong 

et. al. (2017) para observar lesiones osteolíticas en su modelo murino de NB metastásico.  

A pesar de que el porcentaje de ratones que formó tumor fue bajo (22.22%) en el grupo que recibió 

inoculación intratibial con células SK-N-AS, el desarrollo de lesiones líticas en tejido óseo es evidente; por 

lo que sería recomendable inocular diferente cantidad de células para aumentar la probabilidad de 

desarrollar tumor, así como emplear una cohorte de ratones más homogénea en edad y peso para definir 

con mayor claridad las condiciones fenotípicas más favorables de los ratones de estudio para formar 

metástasis ósea y posteriormente aprovechar este modelo animal de NB para describir nuevas estrategias 

terapéuticas en el NBm. 
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Capítulo 5. Conclusiones  

Este proyecto evaluó el patrón de expresión de genes que favorecen el desarrollo de metástasis óseas y 

que son altamente regulados por el TGF-β, específicamente PMEPA1, CXCR4 y PTHrP. Se logró establecer 

que el TGF-β regula la expresión de genes en las células de neuroblastoma de humano (SK-N-AS), sin 

embargo; los niveles de expresión relativa de los genes evaluados son muy diferentes a los que presentan 

las células de cáncer de próstata, a pesar de tener niveles similares de los receptores I y II del TGF-β. Por 

otro lado, las células de NB de ratón (Neuro 2A) no presentan modulación en la expresión relativa de PTHrP 

al ser expuestas al TGF-β. 

Respecto a los procesos celulares analizados en este trabajo, se estableció que el TGF-β aumenta 

de forma parcial la tasa de migración en las células SK-N-AS y no presenta un efecto significativo en la 

proliferación celular. Por otro lado, se observó que el betaglicano soluble (inhibidor del TGF) disminuye la 

proliferación de las células de NB de forma significativa a las 48 horas de exposición y nuestro análisis de 

apoptosis sugiere que la viabilidad celular disminuida que se observó en las células N2A sucede por la vía 

de apoptosis, sin embargo; este ensayo requiere ser comprobado.  

Finalmente, se logró establecer un modelo murino de metástasis ósea de NB con células SK-N-AS 

siendo la vía intratibial la mejor intervención para su desarrollo. 
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Capítulo 6. Perspectivas  

 Analizar el efecto del sBG en los procesos celulares de migración e invasión. Confirmar la vía de 

muerte celular que presentan las células de NB al ser expuestas tanto al TGF-β como al sBG, así 

como evaluar diferentes concentraciones y tiempo de exposición; para comprobar que en efecto 

el sBG podría ser una estrategia terapéutica en los estadios avanzados de NB. 

 Evaluar si los efectos tanto del TGF-β como del betaglicano soluble (sBG) se llevan a cabo mediante 

la activación de la vía de las cinasas activadas por mitógenos (MAPK), u otras vías alternas. 

 Optimizar el modelo murino de NB metastásico óseo ya establecido, inoculando diferente 

cantidad de células de NB, con el fin de aumentar la frecuencia de metástasis óseas. 

 Evaluar el efecto in vivo de sBG en el modelo murino de metástasis ósea en NB y su potencial como 

agente terapéutico en etapas avanzadas de NB.  
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