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RESUMEN 

El neuroblastoma (NB) es un tumor sólido extracraneal, con alta heterogeneidad 

celular, resistencia, reincidencia y progresión metastásica. La suplementación con 

dosis micromolares de yodo molecular (I2) ha demostrado ejercer efectos 

antiproliferativos y apoptóticos en células tumorales en diferentes tipos de cáncer 

como mama, ovario, próstata y neuroblastoma. En este trabajo, se evaluó el efecto 

del I2 en la capacidad de formación de tumores y el potencial de invasión y metástasis 

a partir de xenotrasplantes de células SK-N-BE(2) generados con células en 

monocapa (m) y/o neuroesfera (n) (enriquecidas de células troncales). Los resultados 

mostraron que la suplementación de I2 disminuyó el volumen de tumores monocapa 

(3505 ± 310.6 vs 2090 ± 580.6 mm3) y de tumores neuroesfera (9268 ± 1036 vs 2972 

± 658.1 mm3). Además, disminuyó la expresión del marcador de troncalidad CD44 

en 29%, así como, la expresión de VEGF (0.1416 ± 0.03201 vs 0.04977 ± 0.01092) 

y los eritrocitos extravasculares (397 ± 17 vs 159 ± 17) en tumores neuroesfera. 

También, se observó un aumento en la expresión de los receptores PPARγ en 

monocapa (0.001037 ± 0.0004 vs 0.00594 ± 0.0011) y en neuroesfera (0.000182 ± 

0.00006565 vs 0.0066 ± 0.0001927); así como, la disminución de la expresión de 

genes asociados a mal pronóstico y potencial invasivo (WNT, MMP9 y VIM). Estos 

resultados sugieren que el I2 favorece la diferenciación de células madre y disminuye 

la capacidad de invasión y metástasis en tumores SK-N-BE(2) generados con células 

en monocapa y neuroesfera. 
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I. ANTECEDENTES 

I.1 Formación de la cresta neural 

Durante el desarrollo embrionario (embriogénesis) ocurre la formación de la cresta 

neural (NC), una estructura transitoria constituida por un grupo de células migratorias 

llamadas células de la cresta neural (NCC). Las NCC son una población embrionaria 

transitoria exclusiva de embriones vertebrados y de carácter multipotente que migran 

grandes distancias en distintos flujos dependiente de su posición a lo largo del eje 

anteroposterior (AP) dentro del embrión (Szabó y Mayor, 2018; Tomolonis y col., 

2018). 

La formación de la NC inicia entre la placa neural (NP) una estructura diferenciada 

del ectodermo situada detrás de la estructura de la notocorda que se convertirá en el 

sistema nervioso central y el ectodermo no neural (NNE), que posteriormente dará 

paso a la epidermis; todo esto ocurre en una región denominada Borde de la Placa 

Neural (NPB). A medida que avanza el proceso de neurulación, la NP se invagina de 

manera que los pliegues neurales en elevación que contienen precursores de la 

cresta neural forman los bordes neurales (ver Figura 1). Como consecuencia las 

células premigratorias de la cresta se encuentran inicialmente dentro del 

neuroepitelio. Una vez que ocurre la elevación y cierre del tubo neural, los 

precursores se sitúan en la cara dorsal del tubo neural y es en donde se ven 

involucradas interacciones complejas entre vías de señalización y factores de 

transcripción como: Wingless/Int (Wnt), la vía de señalización de proteína 

morfogénica ósea (BMP), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), la 

señalización de ácido retinoico (RA) y la señalización Notch que permiten la 

expresión de genes especificadores de NC que inducen a las células que residen en 

el NPB a convertirse en NCC al unirse al receptor tirosina quinasa TGFβ tipo 2 y 

receptores acoplados a proteínas G que regulan los genes diana aguas abajo 

(Stuhlmiller y García-Castro, 2012; Bronner y LeDouarin, 2012; Roth y col., 2021; 

Zhang y col., 2019). 
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Cuando las células precursoras salen del tubo neural, es el momento en el que se 

vuelven reconocibles como auténticas células de la cresta neural con características 

migratorias y de carácter multipotente (Lumb y Schwarz, 2015). 

 

 

Figura 1. Formación de la cresta neural durante la neurulación (editado de Bronner 

y LeDouarin, 2012). 

 

I.1.1 Transición epitelial a mesenquimatosa 

La transición epitelial mesenquimal (EMT) es un proceso que ocurre en múltiples 

etapas durante la embriogénesis temprana y es clave para que las NCC puedan 

abandonar el neuroepitelio y comenzar la migración como células mesenquimatosas 

individuales y dar paso a una amplia variedad de células y tejidos que incluyen 

células musculares lisas, hueso, neuronas o ganglios (Delloye-Bourgeois y 

Castellani, 2019; Chen y col., 2017). 

La EMT se entiende como un programa multifacético de cambios fenotípicos que 

permite que una célula epitelial polarizada que se caracteriza por estar conectada 

entre sí con otras células por uniones estrechas, gap y adherentes, consiga 

experimentar múltiples cambios bioquímicos que le permitan asumir un fenotipo de 

célula mesenquimatosa con áreas muy reducidas de contacto célula-célula, sin la 

polarización del citoesqueleto de actina, con morfología en forma de huso y que se 

encuentra incrustada en una matriz extracelular tridimensional (Dongre y col., 2019; 

Kalcheim, 2015; Mittal, 2018). 
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La inducción de las células a un fenotipo mesenquimatoso (ver Figura 2) puede ser 

activada por diversos estímulos inflamatorios que incluyen factores de crecimiento 

como: el factor de crecimiento transformante beta (TGF-β), el factor de crecimiento 

hepatocitario (HGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), otros estímulos son 

la presencia de un ambiente hipóxico o componentes de la matriz extracelular como 

el colágeno I, que actúan a través de factores de transcripción del desarrollo como 

SNAIL, SLUG, TWIST o ZEB1/2 (Zhang y col., 2019). 

Durante el proceso del EMT, a medida que las células cambian de fenotipo, la 

expresión de E-cadherina se reprime y se expresan marcadores que están asociados 

con el estado de las células mesenquimales, en particular cadherina neural (N-

cadherina), vimentina y fibronectina (Ahlstrom y col., 2009; Dongre y col., 2019) 

provocando que la arquitectura de actina epitelial se reorganice y las células 

adquieran motilidad y capacidades de migración como la sobreexpresión de 

metaloproteinasas de matriz (MMP) que pueden degradar las proteínas de matriz 

extracelular como MMP2 y MMP9 (Huang y col., 2022; Kalluri y Weinberg, 2009; 

Mittal, 2018). 

 

 

Figura 2. Transición epitelial mesenquimal (editado de Leggett y col., 2021). 
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Aunque la transición epitelial a mesenquimal es un proceso fundamental en el 

desarrollo multicelular normal, su uso por las células tumorales para movilizarse e 

invadir es un modelo de estudio complejo y fundamental que se abordará en 

posteriores subtemas de este trabajo. 

 

I.1.2 Migración de las células de la cresta neural 

Las NCC se suelen clasificar en 4 subpoblaciones distintas que, a la vez, permiten 

definir cuatro dominios funcionales principales de la migración y diferenciación de la 

cresta neural; 

1) Cresta neural cefálica: Se trata de NCC que migran dorso lateralmente para 

producir la mesénquima craneofacial que se diferencia en cartílago, hueso, 

neuronas craneales, glía y tejidos conectivos de la cara.  

2) Cresta neural sacra y vagal: Son NCC que generan los ganglios 

parasimpáticos (entéricos) del intestino. 

3) Cresta neural cardíaca: Constituyen un grupo de NCC dan lugar a la formación 

de melanocitos, neuronas, cartílago o tejido conectivo.  

4)  Cresta neural del tronco: Este grupo de NCC pueden tomar dos vías 

principales durante su migración; la vía dorsolateral hacia el ectodermo y la 

vía ventrolateral a través de la mitad anterior de cada esclerotomo.  

Es de particular importancia centrar la atención en la región del tronco de la cresta 

neural, en concreto con la migración del grupo de NCC conocido como precursores 

simpatoadrenales (ver Figura 3), un grupo de NCC que migra de manera ventrolateral 

hacia la aorta dorsal (Szabó y Mayor, 2018).  

Esta población surge entre las somitas 18-24 y una vez que alcanzan la aorta dorsal, 

un subgrupo llamado precursores simpáticos permanecen cerca de la aorta mientras 

que un segundo grupo de precursores llamados cromafines suprarrenales migran 

más ventralmente para asociarse con las células de la corteza suprarrenal que se 

originan en el mesodermo de la placa lateral (Tsubota y Kadomatsu, 2018; Weigele 



5 
 

y Bohnsack, 2020). La diferenciación de los precursores simpatoadrenales permite 

la aparición de neuronas simpáticas, neuronas parasimpáticas, neuronas entéricas, 

neuronas sensoriales, células de Schwann y melanocitos (Yang y col., 2020). 

La migración de las NCC está regulada por una cooperativa red de factores 

extrínsecos e intrínsecos entre los que destacan el gen SOX10 un miembro de la 

familia de factores de transcripción HMB-box relacionados con SRY (Lai y col., 2021) 

que regula el desarrollo de la NC y determina el destino celular. Otro factor importante 

son las proteínas BMP, en particular BMP-4 y BMP-7, factores secretados por la aorta 

dorsal, esenciales para la generación del linaje simpaticoadrenal y la segregación de 

los progenitores (Tsubota y Kadomatsu, 2018). Otros factores que también se ven 

implicados en el destino celular, son un grupo de oncogenes entre los que se 

encuentran MYCN, ALK y PHOX2B (Johnsen y col., 2019).  

La expresión de MYCN durante la diferenciación se regula a la baja y las células 

precursoras simpatoadrenales o células progenitoras maduran en diferentes tipos de 

células del linaje celular neural (Otte y col., 2021). Por su parte no se comprende del 

todo bien el papel fisiológico de ALK aunque su patrón de expresión durante la 

embriogénesis se encuentra elevada y apunta a una función en el desarrollo del 

sistema nervioso (Du y col., 2018; Holla y col., 2017). Se sabe que el agotamiento de 

ALK conduce a cambios en la neurogénesis y la proliferación neuronal en varios 

modelos animales (Borenäs y col., 2021; Palmer y col., 2009). Finalmente, PHOX2B 

es considerado un controlador que regula la maduración neuronal, su patrón de 

expresión se ha asociado a la baja como un indicador de diferenciación celular (Yang 

y col., 2016). 

Cuando estas señales se encuentran alteradas debido a varios factores como 

anomalías cromosómicas que incluyen la ganancia segmentaria adquirida 

somáticamente de 17q, las deleciones homocigotas de 1p y 11q, la mutación puntual 

de ALK F1174L o la amplificación del gen MYCN que se piensa ocurre en etapas 

tempranas de la migración de las NCC, puede llevar a la proliferación desregulada, 

desdiferenciación y posterior formación de tumores sólidos derivados de 
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neuroblastos, conocidos como neuroblastomas (Cohen y col., 2020; Zafar y col., 

2021). 

 

 

Figura 3. Migración de los precursores de la Cresta Neural (editado de Johnsen y 

col., 2019). 

 

I.2 Neuroblastoma 

El neuroblastoma (NB) es un tumor embrionario del sistema nervioso periférico. Se 

trata del tumor sólido extracraneal más común en la infancia y es la neoplasia más 

frecuente diagnosticada durante el primer año de vida. Representa el 6% de todos 

los tumores infantiles (Smith y Foster, 2018). Se forma durante la diferenciación de 

los precursores simpatoadrenales que migran ventralmente hacia la aorta dorsal 

(Tsubota y Kadomatsu, 2018). La patogénesis de NB se ha asociado con frecuencia 

con la desregulación epigenética de miRNAs hipermetilados y regulados a la baja 

(miRNA 34b-3p, miRNA 34b-5p) implicados en la regulación del ciclo celular, la 
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apoptosis y en el control de la expresión de MYCN, o a la interrupción de un programa 

de diferenciación de genes que ya se mencionaron anteriormente como: MYCN, 

PHOX2B, ALK, y vías de señalización que incluyen Wnt/β-Catenina o NOTCH (Barr, 

y Applebaum, 2018; Parodi y col., 2016). Se manifiesta frecuentemente como un 

tumor en las glándulas suprarrenales, sin embargo, los tumores de neuroblastoma 

también pueden presentarse en otras áreas del abdomen, el cuello y cerca de la 

columna vertebral, donde existen grupos de células nerviosas (Tolbert y Matthay, 

2018). 

Una característica distintiva del neuroblastoma debido a que provienen de 

progenitores pluripotentes o células madre fetales que adquieren propiedades de 

células madre cancerosas, es su alta heterogeneidad celular que se ve reflejada en 

el grado de agresividad, la resistencia a tratamientos o inclusive en una posible 

regresión espontánea (Gupta y col., 2021). Las combinaciones de estos factores 

pronósticos se utilizan para estratificar el riesgo de los pacientes e informar la 

asignación del tratamiento. Sin embargo, en todo el mundo se utilizan muchos 

sistemas de estadificación NB y clasificadores de riesgo diferentes. Una de las 

primeras clasificaciones la brindó el Sistema Nacional de Estadificación del 

Neuroblastoma (INSS) que definió 4 estadios con base en procedimientos 

quirúrgicos. En los primeros 3 estadios, el neuroblastoma se encuentra en el sitio 

primario donde apareció, la diseminación a ganglios linfáticos cercanos se puede o 

no presentar y es posible su extirpación total o parcial mediante cirugía. Por el 

contrario, en la etapa 4, el cáncer se ha diseminado a sitios distantes, como ganglios 

linfáticos, huesos, hígado, piel, médula ósea u otros órganos (Brodeur y col., 1993; 

Cangelosi y col., 2022). Recientemente el International Neuroblastoma Risk Group 

(INRG) introdujo una nueva clasificación (INRGSS) con dos etapas de enfermedad 

localizada (L1 y L2) y dos etapas de enfermedad metastásica (M y MS) que a 

diferencia del INSS es un sistema de clasificación clínica que se determina antes de 

cualquier tratamiento, incluida la cirugía. El INRGSS se basa en imágenes 

preoperatorias, prestando atención a si el tumor primario está afectado por uno o 
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más de los 20 factores de riesgo ya definidos por imágenes específicas (Irwin y col., 

2021). 

 

I.2.1 Características moleculares del neuroblastoma 

Para efectos de investigación se puede generalizar en 3 tipos de neuroblastoma 

(bajo, mediano y alto riesgo) en donde se toma relevancia la edad, las características 

genómicas como la amplificación de MYCN, la ploidía y las aberraciones 

cromosómicas segmentarias, así como la respuesta a la terapia convencional. Los 

neuroblastomas que suelen clasificarse o considerarse como tumores de bajo y 

mediano riesgo a menudo presenta remisión espontánea de la enfermedad o entran 

en esta clasificación cuando carecen de factores de riesgo adicionales como la 

amplificación del oncogén MYCN (Hero y col., 2008; Marrano y col., 2017). 

Recientemente, se ha descubierto que el factor de escisión y poliadenilación PCF11 

influye en la poliadenilación alternativa y su regulación posnatal a la baja induce 

diferenciación en neuroblastos simpatoadrenales y se correlaciona con regresión 

espontánea y pronóstico favorable (Ogorodnikov y col., 2018). 

Por otra parte, el neuroblastoma de riesgo alto posee características moleculares y 

citogenéticas como la amplificación del gen c-myc que ha demostrado generar 

resistencia al tratamiento con retinoides (Reynolds y col., 2000; Tan y col., 2021). El 

aumento de la fluidez de la matriz extracelular (ligado a la actividad de las 

metaloproteinasas MMP2 y MMP9 en la disolución de la membrana basal compuesta 

de colágeno tipo IV, laminina, entactina y proteoglicano BM1) ha demostrado 

incrementar la proliferación de células de neuroblastoma y la capacidad de invasión. 

La expresión de MYCN, un controlador maestro de la proliferación está fuertemente 

relacionado con el crecimiento, la diferenciación y supervivencia de las células del 

sistema nervioso central durante el desarrollo (Lam y col., 2010). Otras 

características que se han asociado con el grado de riesgo del neuroblastoma son 

las ya mencionadas ganancia del cromosoma 17q, las deleciones de los 

cromosomas 1p y 11q que se encuentran comúnmente dentro de las alteraciones 
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genéticas que se asocian con pronósticos poco favorables, así como la hiperploidía, 

las alteraciones genéticas de pérdida de función (mutaciones somáticas y 

variaciones de nucleótido único) de ATRX, que codifica proteínas de remodelación 

de la cromatina en la región telomérica o la hipermetilación del promotor de la HOXA9 

relacionada con la mortalidad en pacientes mayores en comparación con los bebés 

y la hipermetilación del gen proapoptótico TMS1, y el gen relacionado con el ciclo 

celular CCND2 que se ha correlacionado con tumores en estadio avanzado 

(Alaminos y col., 2004; Takita, 2021). Otros factores como la vascularización 

aumentan significativamente la posibilidad de metástasis en comparación con 

tumores en estadios 1 y 2 con menor presencia de vasos sanguíneos (Meitar y col., 

1996). 

A nivel fenotípico es frecuente identificar 3 variantes celulares presentes en las líneas 

de neuroblastoma humano (Croteau y col., 2021; Ross y col., 2003). Los más 

comunes son los neuroblastos simpatoadrenales (N), que forman agregados mal 

unidos de células pequeñas y redondeadas con procesos neuríticos cortos. El 

segundo tipo de neuroblastos son conocidos como precursores no neuronales 

sustrato-adherentes (S), se caracterizan por adherirse firmemente al sustrato y 

aparecen como células grandes y aplanadas con un núcleo prominente y abundante 

citoplasma. Finalmente, el tercer tipo de neuroblasto se denomina (I) porque su 

morfología es intermedia entre N y S, son células pequeñas, aplanadas y 

moderadamente adherentes con o sin procesos neuríticos, que forman agregados 

celulares que parece representar una célula madre más primitiva, un progenitor de 

células de tipo N o S, capaces tanto de autorrenovación como de diferenciación 

bidireccional (Ross y col., 2003; Ross y col., 2015).  

Se ha demostrado previamente que el fenotipo celular es un determinante importante 

del potencial maligno en las células de neuroblastoma humano y los tumores 

(Bumpous y col., 2023; Walton y col., 2004). Dentro de esta clasificación las líneas 

celulares de neuroblastoma se han agrupado de la siguiente manera: tipo I: SK-N-

BE(2)-C, SK-N-MM, SK-N-HM; tipo N: SK-N-BE(2)-M17, SH-SY5Y, KCN-69n, SK-N-

BE(1)n; y tipo S: SH-EP1, LA1-5s, SMS-KCN y SK-N-BE(2)s en donde se ha 
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identificado que el fenotipo de células madre es al menos 5 veces más tumorigénico 

que cualquiera de los otros dos tipos mencionados (Ross y col., 2015; Chung y col., 

2021). 

 

I.3 Células Madre 

Inicialmente, muchos progenitores de la cresta neural tienen propiedades similares a 

las de las células madre, es decir se trata de células multipotentes, indiferenciadas, 

inmaduras, con capacidad de autorrenovación, perdida de la adherencia celular, 

presentan marcadores de troncalidad como CD49, o la expresión de factores de 

transcripción como SOX2, NANOG y OCT4 (Liu y Cheung, 2016; Stemple y 

Anderson, 1992; Thomas y col., 2008;) pero se restringen progresivamente para 

formar diversos linajes celulares dependiendo, en gran medida, del lugar al que 

migran y se asientan como: en derivados del sistema nervioso periférico (SNP), 

derivados endócrinos, células de pigmento, tejido conectivo, cartílago y hueso facial 

(Bronner y LeDouarin, 2012; Dupin y col., 2018). 

Las células madre o troncales se definen como aquellas células con una alta 

capacidad de renovación, es decir; se trata de células multipotentes indiferenciadas, 

capaces de dar lugar a todas las células de un tejido, órgano u organismo en 

particular (Reya y col., 2001). Pueden ser pluripotenciales, multipotenciales y 

unipotenciales (dependiendo el grado de indiferenciación). Lo que restringe su 

capacidad endógena de diferenciarse durante el desarrollo o después de una lesión 

a células completamente funcionales (Bahmad y col., 2021). 

Inicialmente se clasificaron en 2 tipos de células madre; embrionarias pluripotentes 

y células madre adultas. El primero surge de un óvulo fertilizado y da lugar a 

organismos completos, mientras que el segundo representa células multipotentes 

específicas de tejido que residen en tejidos adultos y mantienen su equilibrio 

homeostático, mientras que actualmente se siguiere un tercer tipo conocido como 

células madre cancerosas (CMC), células iniciadoras del cáncer (CIC) o células 
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troncales cancerosas (CTC), causantes de la heterogeneidad fenotípica y funcional 

(Tume, 2014; Walcher y col., 2020). 

 

I.3.1 Células Madre Cancerosas 

Las CMC son un tipo de células quiescentes autorrenovables y de diferenciación 

indefinida que se identifican en la mayoría de los tipos de cánceres líquidos y sólidos, 

preexisten en cánceres primarios y se localizan dentro de los nichos tumorales que 

tienen un potencial para impulsar el crecimiento del cáncer, para reconstruir su 

heterogeneidad y contribuir a la aparición, expansión, recurrencia y metástasis de 

cualquier tumor después de someterse a un tratamiento (Marquardt y col., 2018; 

Walcher y col., 2020). 

 Las CMC se caracterizan por una división asimétrica: un CMC se divide en dos 

células hijas, de las cuales una seguirá siendo una célula de autorrenovación, 

mientras que la otra es competente para convertirse en una célula neoplásica 

diferenciada. Suelen compartir muchas de sus características definitorias con las 

células madre normales, incluida la inactividad relativa, los sistemas activos de 

reparación del ADN, la proliferación agresiva y la resistencia a los fármacos. Además, 

la frecuencia de las CMC aumenta con la progresión del tumor y puede variar entre 

un tipo de cáncer y otro (Visvader y Lindeman, 2008; Zhang y col., 2018).  

El origen de las CMC se ha sugerido de tres maneras: en la primera su origen se 

debe a posibles cambios epigenéticos como metilaciones y desmetilaciones en el 

grupo de células madre/progenitoras (nicho) o incluso en las células diferenciadas; 

En el segundo caso, la aparición se debe a una reprogramación oncogénica 

espontánea en células somáticas; y por último, en la tercera situación, la activación 

del microambiente tumoral (ver Figura 4), células, moléculas y vasos sanguíneos que 

rodean y alimenta el tumor, proporcionan señales extracelulares que dan paso a su 

aparición (Dianat y col., 2018). 
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 En el NB, la existencia de CMC se ha relacionado con la presencia de metástasis, 

resistencia al tratamiento quimioterápico y recidiva (Chang, 2016). Esta función se 

atribuye a la posesión de múltiples mecanismos, incluida la represión de la apoptosis, 

el aumento de la reparación del daño del ADN, la latencia conservada y la respuesta 

alterada a los fármacos. Las células madre cancerosas de neuroblastoma (NB-CMC) 

se suelen identificar en función de la morfología y los marcadores de superficie 

celular; en donde destacan los marcadores CD133, Nestina y CD44 (Walton y col., 

2004; Chang, 2016).  

 

 

Figura 4. Microambiente tumoral (editado de Garner y Beierle, 2015). 1) 
Remodelamiento de la matriz extracelular (MMP2, MMP9, E-Cadherina). 2) 
Marcadores de superficie de células madre cancerosas (CD133, CD44, nestina). 3) 
Angiogénesis, VEGF/VEGFR implicada en supervivencia celular. 4) Microambiente 
estromal de apoyo para la colonización y el crecimiento de células tumorales 
metastásicas. 5) inmunosupresión mediante el reclutamiento de Treg, Breg, o TAM 
implicados en la promoción de la metástasis.  

 

I.4 Metástasis 

Aproximadamente el 60% de los pacientes con neuroblastoma tienen enfermedad 

metastásica (Cohn y col., 2009; Taggart y col., 2011), que comúnmente involucra 
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médula ósea o hueso cortical, aunque también suele presentarse en tejido blando 

(Bhoopathi y col., 2019; Maris y col., 2007). Se ha reportado que los pacientes con 

neuroblastoma metastásico que tienen más de 1 año en el momento del diagnóstico 

tienen mayor riesgo de progresión de la enfermedad, debido a la presencia de 

marcadores de agresividad, presencia de células tumorales circulantes, tumores 

recidivantes y muerte (Liu y col., 2023). La metástasis es una de las principales 

causas de muerte a nivel mundial (Majidpoor y Mortezaee, 2021). Se define como el 

proceso de diseminación de las células cancerosas desde su origen a un órgano 

distante (Bakir y col., 2020; Lugassy y Escande, 1997), e involucra 6 pasos 

principales:  

I) La invasión y migración donde las células cancerosas penetran la membrana basal 

y se disocian como células individuales o a través del microambiente estromal; 

durante esta etapa ocurre la activación del proceso de EMT adquiriendo así un 

fenotipo celular con la capacidad de moverse (Hapach y col., 2019). 

 II) El segundo paso importante es la degradación de la matriz extracelular donde las 

células malignas remodelan mecánicamente la ECM a través de un ciclo de 

protrusión, contracción celular, y degradación química utilizando metaloproteinasas 

a medida que migran (Wisdom y col., 2018). 

 III) En el tercer paso se ven involucrados dos procesos, la angiogénesis y la 

intravasación donde mediante la activación de factores como el factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGF) y el factor 1 inducible por hipoxia (HIF1) se forma 

vasculatura naciente durante la progresión del tumor, lo que permite el suministro de 

nutrientes y oxígeno, así como la eliminación de desechos (Ghouse y col., 2020). 

Debido a que la vasculatura tumoral recién formada es inmadura e hiperpermeable 

a causa de la falta de cobertura perivascular y de la membrana basal, provoca una 

fuga de proteínas plasmáticas que facilitan aún más la formación de nuevos vasos y 

facilita la metástasis al permitir el transporte de células tumorales a sitios distantes a 

través de los sistemas vascular y linfático durante la cual las células tumorales 
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atraviesan las paredes de los vasos sanguíneos y entran en el torrente sanguíneo 

(Hapach y col., 2019). 

 IV) El cuarto paso consiste en la capacidad de las células tumorales para sobrevivir 

en el torrente sanguíneo, mejor conocidas en esta etapa como células tumorales 

circulantes (CTC). Estas células se detienen por oclusión física o adhesión rodante 

en sitios específicos de la microvasculatura para posteriormente extravasarse.  

V) El quinto paso consiste en la extravasación, un proceso mediante el cual las 

células tumorales que salen del torrente sanguíneo atraviesan las paredes de los 

vasos sanguíneos hacia el tejido de un órgano en particular.  

VI) Finalmente el último paso consiste en el establecimiento de células tumorales en 

los tejidos del órgano donde se llevará a cabo la formación de un nicho 

premetastásico para crear un entorno favorable para el crecimiento de células 

cancerosas (Brabletz y col., 2018). 

El nicho premetastásico se puede definir como un microambiente tisular de apoyo y 

que experimenta una serie de cambios moleculares y celulares, apoyando así el 

asentamiento tumoral y promoviendo la metástasis tumoral (Liu y Cao, 2016; Luo y 

Xiao, 2023). Para que se pueda lograr la formación de un nicho premetastásico se 

ha sugerido la participación de tres factores cruciales los cuales se describen a 

continuación: 

 

I) Los componentes primarios derivados del tumor: estos juegan un papel crucial en 

la preparación de los sitios distantes donde se desarrollará el tumor, como por 

ejemplo los factores secretados derivados del tumor (TDSF) como VEGF, HIF1α, el 

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) o TGF-β que permiten aumentar la actividad 

del transductor de señal y activador de la transcripción 3 (STAT3) en las células 

mieloides CD11b en tumores primarios y mejorar su capacidad de intravasación o 
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activar el factor nuclear kappa B (NF-κB) que impulsa la movilización de células 

supresoras granulocíticas (Li y col., 2023). 

II) Las células derivadas de la médula ósea movilizadas por el tumor (BMDC): se 

trata de células que remodelan el microambiente local secretando citoquinas 

inflamatorias, factores de crecimiento y moléculas proangiogénicas, que permiten la 

colonización y proliferación de células tumorales (Chen y col., 2022). En este grupo 

se pueden mencionar células inmunes como los linfocitos T (Treg), los neutrófilos, 

los linfocitos B (Breg) o los macrófagos asociados a tumores (TAM). Se ha reportado 

que la acumulación de células Treg en el nicho puede ser promovida por los TAM a 

través de la producción de la quimiocina derivada de macrófagos (CCL22) y por 

células Breg a través de la secreción de TGF-β (Li y col., 2021). En el caso de los 

neutrófilos apoyan la extravasación y proliferación de células tumorales (Lee y col., 

2019). Además, la producción de IL-1β provocada por la interleucina-17β liberada 

por células T γ δ favorece la expansión sistémica y la polarización de los neutrófilos 

para formar un nicho premetastásico e impulsar de esta forma la metástasis en el 

cáncer de mama (Coffelt y col., 2015; Fares y col., 2020). 

 

III) El microambiente estromal local del huésped: Consiste en los elementos 

estructurales de las células y sus componentes moleculares, incluidos fibroblastos, 

células endoteliales, matriz extracelular y vasculatura, que son necesarios para la 

arquitectura del tejido conectivo y la homeostasis (Coffelt y col., 2015; Mhaidly y 

Mechta-Grigoriou, 2020). 

 

Ante la latente necesidad de desarrollar nuevas terapias para el tratamiento de 

tumores agresivos de neuroblastoma que generalmente terminan en metástasis, la 

evidencia reciente pone en relevancia el uso del yodo en dosis micromolares (200 

µm), en particular su forma diatómica (I2), en el tratamiento de diversos tipos de 

cáncer. Sus propiedades reportadas son de gran interés en la búsqueda de nuevos 

fármacos que permitan incrementar la tasa de éxito de las terapias convencionales y 

que se abordaran en los siguientes subtemas.  
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Figura 5. Proceso general de la metástasis (editado de Van Zijl y col., 2011). 

 

I.5 Yodo 

El yodo está clasificado como un sólido no metálico, pertenece a la familia de los 

halógenos; debido a sus números de oxidación se puede presentar en varias formas 

entre las que se incluyen: el yodo molecular (I2), las sales de yoduro (NaI o KI), los 

yodatos como NaIO y asociado a proteínas y lípidos (Dhaar y Robbani, 2008; Gärtner 

y col., 2010). A nivel biológico, se trata de un micronutriente esencial que, junto con 

el tungsteno son los dos elementos naturales más pesados que los sistemas vivos 

metabolizan (Lossow y col., 2021). En la naturaleza, los océanos son el principal 

depósito de yodo del mundo en donde suelen ser los yoduros (I-) y yodatos (I03) las 

formas químicas de mayor abundancia (Duborská y col., 2021). La concentración de 

yodo varía entre los tipos de suelo, lugares y estaciones, debido a la aplicación de 

fertilizantes y otras preparaciones (como compuestos que contienen yodo utilizados 

como desinfectantes); así como, debido a la presencia de animales y a la 
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volatilización del agua del océano, un proceso ayudado por la radiación ultravioleta 

(Duborská y col., 2021; Zbigniew, 2017). Otras formas como el yodometano (CH3I), 

el ácido hipoyodoso (HIO) y el ya mencionado I2 se encuentran en forma gaseosa 

presentes en la atmósfera (Nedić, 2023).  

 

I.5.1 Metabolismo del yodo 

La obtención de yodo por parte de los vertebrados es a través de la ingesta de 

alimentos ricos en yodo como pescado, algas y leche (Ahad y Ganie, 2010; Nedić, 

2023). En humanos las cantidades de yodo requeridas van desde los 150 μg / día, 

con variaciones más altas durante el embarazo y la lactancia (Ahad y Ganie, 2010). 

El yodo en forma de I-, IO3
- o I2 se absorbe por el tracto intestinal (Iannuzzo y col., 

2022). El proceso celular de captación del yoduro se produce a través del simportador 

sodio/yodo (NIS) que se encuentra en la membrana basolateral de las células 

foliculares de la tiroides y en la membrana de células epiteliales de diversos órganos 

(Tutter y col., 2020). En los últimos años, se ha reportado otros transportadores y 

canales de I− con diferente selectividad aniónica y afinidad que incluyen canales de 

Cl−, el regulador de conductancia transmembrana de fibrosis quística (CFTR), el 

transportador multivitamínico de sodio (SMVT), la anoctamina 1 (ANO1) y el 

intercambiador electroneutro Pendrina (De la vieja y Santisteban, 2018; Riesco-

Eizaguirre y col., 2021; Aceves y col., 2021). 

Aproximadamente el 60% del yodo presente en el cuerpo humano se almacena en 

la glándula tiroides como hormona tiroidea. El proceso de la organificación del yodo 

se inicia con la oxidación del I- por la peroxidasa tiroidea para incorporarlo a los 

residuos de tirosina (Tyr) dentro de la tiroglobulina (Babiker y col., 2020). La yodación 

ocurre primero en la posición 3 para formar la monoyodotirosina (MIT) y luego en la 

posición 5 para formar la diyodotirosina (DIT). Este proceso de yodación es seguido 

por una reacción de acoplamiento, en donde dos moléculas de DIT se acoplan para 

formar la hormona tiroxina o T4; y una molécula del MIT se acopla con una molécula 

de DIT para formar la hormona triyodotironina o T3 (Ahad y Ganie, 2010; De la vieja 
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y Santisteban, 2018;). Estas hormonas son parte esencial de la regulación 

metabólica y diferenciadora de todos los vertebrados 

Se conoce que una cantidad significativa de yodo se acumula en tejidos 

extratiroideos como las glándulas salivales, la mucosa gástrica, la glándula mamaria 

lactante, el sistema nervioso, el útero, la próstata y el páncreas, y su función biológica 

empieza a conocerse (Aceves y col., 2021; Riesco-Eizaguirre y col., 2021). La 

tiroides, la glándula mamaria y la próstata pueden acumular ambos tipos de yodo (I- 

y I2), pero cada uno capturado por diferentes mecanismos (Anguiano y Aceves, 

2011). En el caso de la captación de I2 se ha reportado que es capturado por un 

mecanismo independiente de NIS, Pendrina o SMVT, pero es saturable y depende 

de la síntesis de proteínas, lo que sugiere un sistema de difusión facilitado (Arroyo-

Helguera y col., 2006). 

 

 

Figura 6. Síntesis de las hormonas tiroideas T3 y T4 (editado de Sherwood, 2013).  
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I.5.2 Propiedades del Yodo  

El yodo se ha propuesto como un agente antioxidante ancestral de acción 

conservada a lo largo de la filogenia (De la Vieja y Santisteban, 2018). Algunos 

estudios sugieren que el yodo funciona neutralizando especies reactivas de oxígeno 

(ROS) ya que tiene la capacidad de actuar como un donador de electrones, 

generando compuestos no reactivos como el ácido hipoyodoso (HIO) o el ácido 

yodhídrico (HI). También, se puede incorporar a compuestos orgánicos en los 

residuos de tirosina o histidina y a dobles enlaces de ácidos grasos poliinsaturados 

en las membranas celulares, haciéndolos menos reactivos a ROS (Aceves y col., 

2021; Srivastava y col., 2022). Adicionalmente, diversos estudios han propuesto que 

el efecto antioxidante del yodo podría ser más complejo e incluir varios mecanismos 

(Aceves y col., 2021). En un modelo de hiperplasia prostática se demostró que el I2 

previene el estrés oxidativo inducido por la testosterona. Este mecanismo puede 

incluir la inhibición de la formación de prostaglandinas yodando el ácido araquidónico 

(AA; precursor de las prostaglandinas) o directamente actuar como un inhibidor de la 

enzima encargada de generarlas: la ciclooxigenasa tipo 2 (Cox2) (Quintero-Gracía y 

col., 2018). También se ha sugerido que el I2 interactúa con la vía del Factor nuclear 

eritroide similar al factor 2 (Nrf2) (Greenwald y col.,2017). El Nrf2 es un factor de 

transcripción de la expresión de las enzimas antioxidantes superóxido dismutasa 

(SOD) y la catalasa (Cat) (Aceves y col., 2021). En condiciones basales, Nrf2 se 

ancla al citoplasma a través de la proteína 2 de unión al citoesqueleto de actina 

(Keap1) y la yodación de Keap1 provoca la liberación y translocación al núcleo de 

Nrf2 (Greenwald y col., 2017; Paunkov y col., 2019). 

Así mismo, se ha reportado que el I2 ejerce un efecto antiproliferativo y 

antineoplásico, desencadenando mecanismos apoptóticos en varias células 

cancerosas como SK-N-BE(2), MDA-MB-231, DU-145 (Mendieta y col; 2019; 

Mendieta y col., 2020; Aranda y col., 2013). Se han propuesto dos mecanismos 

moleculares que podrían desencadenar este efecto proapoptótico. En el primero el I2 

ejerce un efecto directo relacionado con sus propiedades antioxidantes y 

prooxidantes, que pueden disipar el potencial de la membrana mitocondrial 
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induciendo la liberación del factor inductor de apoptosis (Shrivastava, 2006, Rösner 

H. y col., 2010). El segundo mecanismo propuesto se ha asociado a la formación 

lípidos yodados, por su acoplamiento al AA o al ácido eicosapentaenoico. El lípido 

generado del AA + I2 es la 6-yodolactona la cual es un ligando activador de los 

receptores activados por proliferadores de peroxisomas tipo gamma (PPARγ) 

(Aceves y col., 2021; Nava-Villalba y Aceves 2014;). Estos receptores se han 

descritos inicialmente como reguladores moleculares del metabolismo de los lípidos, 

sin embargo, recientemente se ha demostrado que PPARγ juega un papel 

significativo en la disminución de la proliferación de células tumorales (Nava-Villalba 

y col., 2015). En xenotrasplantes de cáncer de mama (MCF-7 y MDA-MB231), se 

demostró una disminución significativa en la expresión de CD44, VEGF, el activador 

del plasminógeno de tipo uroquinasa (uPA) y su receptor (uPAR), Bcl2 y SVV, todos 

ellos relacionados con procesos de quimiorresistencia e invasión cancerígena 

(Mendieta y col., 2019). Se ha reportado que las células normales son menos 

sensibles a los efectos del I2, requiriéndose hasta 4-6 veces más concentración de 

este halógeno para disminuir su viabilidad. La posible explicación es que se las 

células cancerosas contienen hasta 6 veces más AA que las células normales 

(Arroyo-Helguera y col., 2008).  

Otro posible efecto del yodo es la inducción de la diferenciación celular. En el cáncer 

de tiroides se ha reportado que suplementos moderados de yodo previenen la 

transformación del cáncer de tiroides diferenciado al anaplásico (Kermoison y 

Draganescu, 2022; Zhang y col., 2022). En cáncer de mama se ha demostrado que 

el tratamiento de I2 aumenta la expresión de NIS y receptores de estrógeno alfa (ERα) 

y estudios relacionados con los marcadores de troncalidad en células de cáncer de 

mama y cuello uterino indicaron que la suplementación de I2 disminuyó la población 

similar a las células madre, transformando las células de supervivencia en células de 

tipo no invasivo incapaces de generar xenoinjertos (Aceves y col., 2021; Anguiano y 

col., 2007; Bigoni-Ordóñez y col., 2018; Mendieta y col; 2019; Zambrano- Estrada y 

col., 2018). 
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Figura 7. Mecanismos propuestos de acción del I2 (Editado de Nava-Villalba y 

Aceves., 2014).  
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II. HIPÓTESIS  

La suplementación de yodo molecular promoverá la disminución de la implantación, 

crecimiento y potencial invasivo de xenotrasplantes con células troncales de SK-N-

BE(2) de neuroblastoma humano. 
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III. OBJETIVOS 

III.1 Objetivo general 

 

Evaluar el efecto del yodo molecular (I2) en la capacidad de formación de 

tumores, el potencial de invasión en ratones con xenotrasplantes con células 

troncales de SK-N-BE(2). 

III.2 Objetivos específicos  

 

• Evaluar la formación, crecimiento y morfología de los xenotrasplantes con 

células troncales SK-N-BE(2) (peso y volumen tumoral) mediante tinción H & 

E o inmunofluorescencia de (CD44). 

 

• Evaluar la expresión de genes relacionados con agresividad (WNT, NOTCH), 

diferenciación (PPARγ, NSE), capacidad invasiva (MMP9, VEGF) y adhesión 

celular (E-CAD, VIM) en xenotrasplantes de SK-N-BE(2). 
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IV. METODOLOGÍA 

IV.1 Materiales  

IV.1.1 Material biológico 

Se utilizó la línea celular de Neuroblastoma SK-N-BE(2) (ATCC: CRL-2271), 

proporcionada por el Laboratorio de Metabolismo Energético del Instituto de 

Neurobiología, Universidad Autónoma de México (UNAM) Campus Juriquilla. 

También se utilizaron 35 ratones macho inmunodeprimidos Foxn1nu/nu de 6 a 10 

semanas de edad, proporcionados por el bioterio del Instituto de Neurobiología, de 

la Universidad Autónoma de México (UNAM) Campus Juriquilla. Los ratones se 

mantuvieron en grupos de 3-5 individuos en cajas de polipropileno con medidas: 35 

cm (largo) x 18 cm (ancho) x 25 cm (alto), con tapa cerrada de plástico, cama suave 

de aserrín estéril (la cual se cambió dos veces a la semana) con flujo de aire 

controlado, humedad relativa de 32%, temperatura de 21 ± 2°C y ciclo de 

luz/oscuridad de 12 h, todo en base a la NOM-062-ZOO-1999. Se utilizó alimento de 

la marca Purina Rat Chow y agua desionizada para su dieta que fue ad libitum. Todos 

los experimentos se llevaron a cabo dentro de las instalaciones del bioterio de 

Neurobiología de la UNAM, que cuenta con sistema de aislación de ruido, quirófano. 

El manejo y los procedimientos experimentales se realizaron conforme al protocolo 

#35 aprobado por el Comité de Ética en Investigación del Instituto de Neurobiología 

de la UNAM. 

 

IV.2 Métodos 

IV.2.1 Establecimiento de xenotrasplantes y tratamiento 

Para realizar los xenotrasplantes del modelo in vivo, los cultivos celulares tanto en 

monocapa y neuroesfera fueron previamente proporcionados por el laboratorio de 

metabolismo energético para su posterior inyección.  

La manipulación de los ratones Foxn1nu/nu se realizó dentro de una campana de 

seguridad de clase I. Previamente a la inoculación se hicieron mediciones del peso 
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de los individuos utilizando una báscula (escala decimal). A cada ratón le fueron 

inyectadas de manera subcutánea en los flancos traseros (derecho o izquierdo) 100 

µL con 5x10 5 células 

Los ratones pertenecientes al grupo (I2) fueron suplementados con I2 0.025% 

suministrado en el agua de beber ad libitum. El yodo se preparó utilizando agua 

destilada y se dejó en agitación constante por al menos 24 h antes de su uso. Al 

grupo control se le suministró agua desionizada tratada dentro de las mismas 

instalaciones del bioterio. 

 

 

Figura 8. Grupos de xenotrasplantes generados con células SK-N-BE(2). 

 

IV.2.2 Progresión tumoral  

El sistema de seguimiento para monitoreo y condición de los ratones incluyó 

observación detallada de la locomoción, tamaño y estado del tumor. Los ratones 

fueron pesados 1 vez a la semana durante 10 semanas utilizando una báscula (de 

escala decimal), para observar variaciones en el peso corporal. Los tumores se 

comenzaron a medir una vez fueron notables a simple vista, la medición se realizó 
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utilizando un vernier electrónico. Los datos obtenidos se reportaron como: ancho 

(mm) x largo (mm) x profundidad (mm). Los ratones fueron sacrificados en la semana 

10 de tratamiento o antes cuando se observó cambios críticos en el comportamiento, 

postura o locomoción o cuando el tumor superó 2 cm3 de diámetro. 

 

IV.2.3 Sacrificio y extracción de tumores 

El sacrificio se realizó en el quirófano perteneciente a la unidad del bioterio del 

Instituto de Neurobiología de la UNAM. Los ratones fueron sedados mediante 

inyección intraperitoneal con 1 mg/kg de una solución de Ketamina/Xilacina. Después 

de verificar el estado de sedación, se realizó dislocación de la cervical y se fijaron en 

decúbito supino con puntas de aguja de inyección en los extremos. Utilizando 

utensilios de disección (pinzas y tijeras), se realizó la extracción de los tumores de 

los flancos. Los tumores se pesaron utilizando una báscula (escala decimal) y se 

fraccionaron en dos partes iguales que se manejaron como se describe a 

continuación: A) Análisis histológico; Los tumores se colocaron en frascos de 5mL 

con solución de formalina (formaldehido 40%) y se almacenaron a temperatura 

ambiente hasta su procesamiento de inclusión en parafina; B) Análisis molecular: El 

tejido se congeló utilizando hielo seco y se almacenó en tubos Eppendorf de 1.5 mL 

a -70°C. 

 

IV.2.4 Inclusión de tejidos en parafina  

Los tejidos que se almacenaron en solución de formalina neutra (24 h) se lavaron 

utilizando agua destilada y fueron colocados en cassettes de inclusión para tejido. 

Los tumores se dejaron reposar en agua destilada durante 1 h y fueron sometidos a 

un tren de deshidratación (series graduales de etanol desde 30% hasta 100 %) para 

sustituir el agua. Este procedimiento se realizó en la unidad de microscopía del INB. 

A continuación, se describe brevemente el procedimiento realizado:  
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Los tejidos se colocaron en una solución de cloroformo-etanol (50/50) por 30 minutos, 

junto con posteriores baños de cloroformo 100 % durante 30 minutos para eliminar 

los restos de solventes presentes. Después los tumores se cambiaron a una solución 

de cloroformo-parafina (50/50) para favorecer la penetración de la parafina. 

Finalmente se realizaron baños de parafina (100%) hasta conseguir la penetración 

en toda la pieza y se dejaron reposar hasta que la parafina condensó. Las muestras 

se etiquetaron y almacenaron a temperatura ambiente. 

 

IV.2.5 Tinción de hematoxilina y eosina (H&E) 

Para todas las tinciones realizadas en esta tesis se realizó previamente la fijación de 

tejido a partir de cortes de 5 µm de tejido usando los bloques de parafina. Los cortes 

se realizaron en un microtomo, se suspendieron en agua a temperatura ambiente y 

se recuperaron pescándolos con portaobjetos de vidrio (2-3 cortes por laminilla).  

Para la tinción, las laminillas previamente se colocaron en un desecador por 72 horas 

y después se sometieron a un tren de tinción para la remoción de la parafina con 

xileno en tres etapas de 2 minutos. Al final del último cambio de xileno, las muestras 

se rehidrataron utilizando un tren de etanol (100%, 95% y 70%) por 2 minutos entre 

cada etapa. Antes de agregar la solución de hematoxilina, las muestras se 

enjuagaron con agua corriente a temperatura ambiente durante 2 minutos y se 

tiñeron con hematoxilina durante 3 minutos. Terminada la incubación con 

hematoxilina las muestras se enjuagaron con agua corriente durante 5 minutos y se 

usó como contratinción Eosina que se incubó durante 2 minutos. Antes de pasar al 

microscopio, las muestras se limpiaron con xileno (3 veces) durante dos minutos y 

se sellaron utilizando medio de montaje “Entellan”. Para su análisis se tomaron fotos 

con los objetivos 10x, 20x y 40x por triplicado en microscopio Leica DM 2500. Las 

imágenes fueron analizadas con el programa Image J y se reportó la morfología 

celular, poblaciones celulares presentes y la cantidad de eritrocitos por campo. 
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IV.2.6 Deconvolución 

Para conocer la cantidad de eritrocitos presentes en el tejido se utilizaron las 

imágenes tomadas a 20X y 40X de las laminillas que se tiñeron con Hematoxilina y 

Eosina (H&E). Para realizar el análisis se utilizó el valor de conversión de pixeles a 

micrómetros de (1010 pixeles/100 µM) y utilizando el programa Fiji (image j) se 

procesaron las imágenes a formato RGB, posteriormente se separaron los canales 

de color (deconvolución) de la micrografía y para el análisis se utilizó la imagen del 

canal rosa generada junto con la herramienta de conteo automático de partículas que 

tuvo las especificaciones de: Conteo de formas ovaladas y de un diámetro de 100 

pixeles. Los resultados se reportaron como cantidad de eritrocitos por campo.  

 

IV.2.7 Inmunofluorescencia 

Se utilizaron 3 laminillas por animal (control monocapa, control neuroesfera, 

tratamiento monocapa y tratamiento neuroesfera). Todas las laminillas se desecaron 

durante 72 h y se desparafinaron en estufa a 65 °C durante 30 min para remover la 

parafina presente en el tejido. Enseguida las muestras se pasaron por un tren de 

deshidratación con alcohol y xileno (xileno 1 y 2, EtOH 100%, 95% 80%, 70%, 50%) 

durante 35 min (5 minutos por paso) y se lavó con PBS 1X (3 veces) cada muestra. 

A continuación, se realizó la recuperación del antígeno utilizando una olla de presión 

colocando las muestras en vasos Copplin con buffer de citratos pH 6.5 durante 20 

min a 100 ºC. Después los tejidos se dejaron enfriar por 20 minutos hasta alcanzar 

temperatura ambiente, se lavaron con PBS 1X y se incubaron con H2O2 al 3% durante 

30 minutos para bloquear la actividad de la peroxidasa endógena. Una vez se terminó 

la incubación, se lavaron con PBS 1X (3 veces) durante 5 minutos y se agregó etanol-

amonio (70%/0.25%) para disminuir la auto fluorescencia durante 1 h y al finalizar se 

lavaron con PBS 1X (3 veces) y se realizó el bloqueo de unión inespecífica con 

solución de BSA al 3% durante 30 min. A continuación, se agregaron 100 μL de 

anticuerpo primario diluido CD44 acoplado a FITC (Pharmigen, cat. 560977) en una 

relación 1:100 en tampón de BSA albúmina al 0,5% y se dejaron incubar en una 
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cámara humidificada a temperatura ambiente durante 24h. Finalmente los tejidos se 

montaron utilizando 1 µL de solución de Antifade-DAPI (PBS10X/glicerol 1:10/DMSO 

40µL/ DAPI 40 µL/mL) para teñir el núcleo de las células y fueron sellados los bordes 

de los cubreobjetos de la laminilla con esmalte para uñas. Los resultados fueron 

cuantificados utilizando el programa Image J y se reportaron en unidades de 

fluorescencia/campo. 

 

IV.2.8 Extracción de ARN 

Se utilizaron entre 50-100 mg de tejido tumoral que se colocaron en tubos de ensayo, 

junto con 750 mL de TRIzol y se homogeneizaron utilizando un politrón (IKA T10 

basic). Enseguida, el contenido de los tubos de ensayo se traspasó a tubos 

Eppendorf de 1.5 mL junto con 250 µL de TRIzol extra y se incubó 3 minutos a 

temperatura ambiente. A continuación, se adicionaron 200 µL de cloroformo y 

nuevamente se incubó 5 min en hielo y 3 min a temperatura ambiente. Terminada la 

incubación se centrifugó a 12000 rpm a 4 °C por 20 min y se recuperó la fase acuosa 

para añadirle isopropanol en relación 1:1. Las muestras posteriormente se incubaron 

durante 10 min a temperatura ambiente y nuevamente se centrifugaron a 12000 rpm 

a 4 °C por 10 min. Al terminar, se descartó el sobrenadante de cada muestra y se 

lavó el precipitado formado (pellet de ARN) en el fondo del tubo con 1 mL de etanol 

al 70 % frío. Al final se centrifugaron las muestras a 7500 rpm a 4 °C por 5 min (2 a 

3 veces) y se dejó evaporar el etanol durante 30 minutos y se resuspendió en agua 

inyectable estéril. La concentración de ARN se cuantificó con 1 µL de muestra en 

espectrofotómetro UV a 260 nm/280 nm. Para visualizar la integridad del ARN, se 

corrió un gel de agarosa al 2 % con tampón Tris-acetato-EDTA (TAE 1X) a 80 V por 

60 min. Con una relación 1:2 de muestra y tampón de carga con SYBR green. 
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IV.2.9 Retrotranscripción (ADNc) 

En tubos de 600 µL se colocó el volumen equivalente a 2 µg de ARN, 1 µL de 

Oligo(dT) y se aforó a 15 µL con agua inyectable estéril; después se mezcló e incubó 

a 65 °C por 5 min y en hielo durante 5 min. Por cada muestra de ARN, se preparó 

una mezcla de 2 µL de dNTPs 10 mM, 4 µL de tampón para RT 5X, 0.5 µL de 

RNaseOUT y 2 µL de DTT, se agitó y se colocaron 9 µL de esta solución en cada 

tubo de muestra. Finalmente se añadió 1 µL de enzima Retrotranscriptasa M-MLV. 

La reacción retrotranscripción se realizó utilizando un termociclador Perkin Elmer con 

el programa de incubación: 42 °C por 60 min y 55 °C por 20 min. Una vez concluido 

el ciclo completo los tubos se almacenaron a -20 °C.  

 

IV.2.10 PCR en tiempo real 

Para las reacciones de PCR se utilizó el kit Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master 

Mix (2X), empleando, por tubo: 1 μl de plantilla de ADNc, 5 µL del Master Mix, 3.6 µL 

de agua libre de nucleasas y 1 μl de cebador (5’ y 3’). Los oligonucleótidos 

específicos de los genes y las temperaturas de alineación (Ta °C) se enumeran en 

el Cuadro 1. Las reacciones se hicieron utilizando el sistema detector de secuencias 

Rotor-Gene 3000 (Corbett Research, Mortlake, NSW, Australia) utilizando como 

programa: 40 ciclos de amplificación en 3 pasos: 94 °C (durante 30 s), Ta (ver Cuadro 

1) durante 30 s y 72 °C (durante 30 s). Los niveles relativos de ARNm se normalizaron 

utilizando el gen constitutivo β-actina.  

 

IV.2.11 Análisis estadístico  

Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado, reportando los resultados 

como la media ± la desviación estándar o SEM. Se realizó un análisis de varianza 

(ANOVA) de una vía, seguido por la prueba post hoc de Tukey obtener la diferencia 

entre grupos. En todos los casos, las diferencias con valores de p<0.05 se 
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consideraron estadísticamente significativas, y los análisis se realizaron empleando 

el software GraphPad Prism V9.5.0  

 

Cuadro 1. Secuencia y temperaturas de alineación de oligonucleótidos para qPCR 

 

Gen Forward (FW) Reverse (RV) Ta(°C) 

CDH1 TGCCCAGAAAATGAAAAACG GTGATGTGGCAATGCGTTC 
FW:64.8 

RV: 66.7 

MMP9 TGGTCCTGGTGCTCCTGGTG GCTGCCTGTCGGTGAGATTG 
FW:60 

RV: 60 

NSE AGCTGAGGGATGGAGACAAAC CATCCAACTCCAGCATCAGGT 
FW:66 

RV: 66 

NOTCH 
GCCCCTTTGTAACGTGGAGA CCAGGTTGGTGCAGATACCA 

FW:55 

RV:55 

PPARY CGACATTCAATTGCCATGAG GACCACTCCCACTCCTTTGA 
FW: 64 

RV: 64.6 

VEGFA AGGAGGAGGGCAGAATCATCA CTCGATTGGATGGCAGTAGCT 
FW:67 

RV: 65.3 

VIM GAGAACTTTGCCGTTGAAGC GCTTCCTGTAGGTGGCAATC 
FW:63 

RV:63 

WNT TGCGCTTCCTCATGAACCTT TGCTAGCGAGTCTGTTTGGG 
FW: 59 

RV: 60 

ACTβ CCATCATGAAGTGTGACGTTG ACAGAGTACTTGCGCTCAGGA 
FW:63 

RV:63 
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IV.3 Diseño experimental  

La experimentación se llevó a cabo como se muestra en la Figura 9. Se utilizó la línea 

celular de neuroblastoma humano SK-N-BE(2) para la generación de dos modelos 

de cultivo celular: monocapa (m) y neuroesfera (n). Las células cultivadas fueron 

previamente proporcionadas para la implantación y formación de los xenotrasplantes 

en ratones inmunodeprimidos Foxn1nu/nu de 6 semanas de edad (macho). 

Los ratones se dividieron en 2 grupos; “control” y “I2” que fueron colocados en cajas 

con 3-5 individuos. A cada ratón se le inyectaron 100 µL con 5x105 células (monocapa 

o neuroesfera). Una semana después, los ratones pertenecientes al grupo (I2) fueron 

suplementados con I2 0.025% en el agua de beber, mientras que el grupo control se 

le continúo suministrando agua desionizada estéril.  

Los animales se mantuvieron en observación durante 10 semanas, después fueron 

sacrificaron por dislocación cervical y se extrajeron los tumores (los cuales se 

fraccionaron en 2 partes iguales), una sección se fijó en formalina neutra para su 

análisis histológico, mientras la otra mitad se congeló con hielo seco y se almacenó 

a -70 ºC para su análisis molecular. 

En muestras histológicas (5 µm) se analizó la cantidad de eritrocitos extravasculares 

presentes en los tumores SK-N-BE(2) para ambos modelos (monocapa y 

neuroesfera).  

Para corroborar la presencia de células troncales en las muestras histológicas, se 

realizó una inmunotinción de CD44 y para discernir entre eritrocitos (moléculas que 

también expresan el marcador) se utilizó como contratinción DAPI, un fluoróforo de 

unión a la cadena de ADN. 

Finalmente, para evaluar el perfil molecular de los tumores se evaluaron marcadores 

de potencial de invasión celular (VIM, ECAD, MMP9 y CDH1) y la diferenciación 

celular (WNT, NOTCH, NSE y PPARγ) en el ARNm mediante PCR en tiempo real, 

normalizados con el gen β-actina. 
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 Los desechos producidos durante la experimentación se separaron, de acuerdo con 

su naturaleza química y fueron colocados en los contenedores adecuados (ácidos, 

bases, sales). 

 

 

Figura 9. Diseño experimental (creada en Biorender.com). 
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V. RESULTADOS 

V.1 Efecto antitumoral del I2 en xenotrasplantes de neuroblastoma humano.  

El primer objetivo de este trabajo consistió en conocer el efecto diferencial del 

suplemento de I2 en la implantación y progresión de los xenotrasplantes de células 

en monocapa y troncales SK-N-BE(2) en ratones inmunosuprimidos (Foxn1 nu/nu).  

En primera instancia se comprobó el efecto del I2 sobre la ganancia o pérdida de 

peso en los ratones para ambos modelos celulares (monocapa y neuroesfera). Los 

pesos se normalizaron en porcentaje respecto a sus valores reportados antes de ser 

inoculados (ver Figura 10). Ratones monocapa control al final del experimento 

perdieron un 5.06% de peso corporal (100% vs 94.94 ± 2.882%), para ratones 

monocapa suplementados con I2 hubo una ganancia del 14% (100% vs 114 ± 

1.823%). En ratones neuroesfera control se reportó al final del experimento una 

pérdida de peso del 12.31% (100% vs 87.69 ± 3.557%) mientras que el grupo de 

ratones neuroesfera suplementado con I2 reportó una ganancia de 10.44% (100% vs 

110.4 ± 2.4 %). 

Adicionalmente, se evaluó la incidencia tumoral mediante observación y auscultación 

del ratón (ver Figura 11A). Los ratones control inyectados con células en monocapa 

alcanzaron el 100% de incidencia a la cuarta semana de experimentación y el grupo 

suplementado con I2 sólo alcanzo un 90% a la décima semana. Por su parte los 

ratones control inoculados con células troncales solo alcanzaron el 50% de incidencia 

al final del experimento. Mientras que, el otro 50% de los ratones que no formaron 

tumores fallecieron antes de la décima semana En ratones inoculados con células 

cultivadas en neuroesfera (troncales) suplementados con I2 se obtuvo al final del 

experimento un 58% de incidencia desde la cuarta semana, mientras que el otro 42% 

de ratones que no formaron tumores se mantuvieron vivos hasta el final del 

experimento (ver Figura 11B).  
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Figura 10. Porcentaje de peso corporal en ratones con xenotrasplantes SK-N-BE(2). 
Los ratones fueron suministrados con I2 (0.025%) en el agua de beber (grupo I2) o 
agua desionizada (grupo control). Los datos son expresados como la media en 
porcentaje ± SEM. Se evaluó la significancia entre grupos mediante prueba de T 
donde “*” representa la diferencia estadísticamente significativa.  

 

Se observó que los ratones control que no formaron tumores sólidos presentaron 

diarrea persistente moderada e inflamación intestinal (datos no mostrados), este 

síntoma no se observó en ratones tratados con I2. En ratones control que si 

desarrollaron tumores se reportaron cambios como se fue avanzando en la 

experimentación, dichos cambios incluyeron: la disminución en la movilidad y en los 

reflejos de ratones, la pérdida de fuerza de agarre y de masa muscular, la aparición 

de episodios de diarrea esporádicos y de desorientación. Dichos cambios no se 

observaron en ratones suplementados con I2 que si desarrollaron tumores. 
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Figura 11. Incidencia de xenotrasplantes de neuroblastoma humano. A) fotografía 
representativa de un xenotrasplante en ratón Foxn1nu/nu inoculado con 5x105 células 
de SK-N-BE(2). B) Incidencia total y semanal durante 10 semanas. Los datos se 
reportan como el porcentaje de incidencia tumoral y se analizaron utilizando la 
prueba de Mantel-Cox. 

 

El efecto de la suplementación de I2 sobre la incidencia tumoral resultó solo ser 

significativa en el modelo de xenotrasplantes utilizando células en monocapa SK-N-

BE(2) (p=0.0161). 

 

V.2 Disminución del volumen tumoral en xenotrasplantes formados con células 

troncales de SK-N-BE(2). 

A continuación, se analizaron los efectos de la suplementación de I2 en el volumen 

de los tumores recuperados (ver Figura 12). Se midió semanalmente el volumen de 



37 
 

los tumores utilizando un vernier electrónico (datos reportados en mm3). Los 

resultados mostraron que ratones inyectados con células SK-N-BE(2) en monocapa 

no reportaron cambios significativos (p=0.1301) en el volumen tumoral al final del 

experimento con respecto al grupo control (3505 ± 310.6 mm3 vs 2090 ± 580.6 mm3). 

En cambio, la suplementación de I2 en el modelo celular de células troncales mostró 

disminuciones significativas (p=0.037) en ratones suplementados con I2 en 

comparación con el grupo control (9268 ± 1036 mm3 vs 2972 ± 658.1mm3).  
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Figura 12. Volumen tumoral de xenotrasplantes SK-N-BE(2). A) Fotografías 
representativas de xenotrasplantes monocapa y neuroesfera provenientes de 
ratones suplementados con agua (control) o I2 (200µM) después de 10 semanas. B) 
Cambios en el volumen tumoral (mm3) de xenotrasplantes monocapa y neuroesfera 
durante 10 semanas. Los datos se reportaron en mm3.Se evaluó la significancia entre 
grupos mediante prueba de T, donde “*” representa la diferencia estadísticamente 
significativa.  
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En ambos modelos (monocapa y neuroesfera) se observó la presencia de patrones 

de vasculatura aberrante y áreas sangrantes. Los tumores monocapa control 

presentaron zonas con evidente vasculatura aberrante mientras que los tumores 

monocapa suplementados con I2 se caracterizaron por ser más fibrosos y con menor 

o nula presencia de vasculatura. En tumores neuroesfera control enriquecidos con 

células troncales se observó una mayor presencia de vasculatura aberrante junto con 

áreas sangrantes respecto al modelo de monocapa, y a su vez con el respectivo 

grupo de tumores suplementado con I2 que se caracterizaron por ser fibrosos y con 

menores zonas con vasculatura aberrante y áreas sangrantes. 

Para identificar los cambios a nivel histológico presentes en los tumores obtenidos 

(monocapa y neuroesfera), se procedió a realizar una tinción de H&E (ver Figura 

13A) Los resultados mostraron que en ambos casos (monocapa y neuroesfera) la 

suplementación de I2 parecía disminuir la cantidad de eritrocitos presentes en el 

tejido. Para verificarlo se realizó un análisis de deconvolución para el posterior conteo 

de células utilizando el programa image J (ver Figura 13B). Los resultados 

confirmaron que el tratamiento con I2 provocó una diminución en la cantidad de 

eritrocitos presentes en el tejido tumoral. Al comparar la cantidad de eritrocitos en 

tumores monocapa control respecto a tumores monocapa suplementados con I2 la 

disminución resultó no ser significativa (236.7 ± 46 vs 149 ± 23). Mientras que al 

comparar la cantidad de infiltración presente en tumores generados con células 

troncales control contra el grupo suplementado con I2 si se observó una disminución 

significativa de eritrocitos (397 ± 17 vs 159 ± 17). 
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Figura 13. Efecto del I2 en la formación de vasculatura aberrante e infiltración de 
eritrocitos extravásales. A) Tinción H&E de tejido tumoral extraído de xenotrasplantes 
generados con células SK-N-BE(2) en monocapa o neuroesfera tomadas a 20X con 
recuadros en aumento 40 X y B) Cantidad de eritrocitos extravásales presentes en 
el tejido tumoral. Los resultados se reportan por triplicado, se expresan como la 
cantidad de eritrocitos por campo ± SEM. Los datos se analizaron por ANOVA de 1 
vía y prueba post hoc de Tukey. Las letras distintas representan diferencia 
significativamente estadística entre grupos. 

 

V.3 Evaluación de marcadores de troncalidad en células de neuroblastoma humano 

El segundo objetivo del trabajo consistió en evaluar la respuesta de las células 

troncales a la suplementación de I2 mediante una inmunotinción de CD44: Un 

receptor de adhesión a la superficie celular que se considera un marcador típico de 

células troncales. La señal verde indicó la presencia de CD44 tanto en tumores 

enriquecidos con células troncales (modelo de neuroesfera) como en tumores en 
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monocapa. Sin embargo, debido a la alta cantidad de eritrocitos extravasculares 

(células que también expresan el receptor CD44) se optó por utilizar a la par el 

fluoróforo DAPI (azul) como marcador celular con especificidad de unión a ADN para 

discernir entre falsos positivos (ver Figura 14A).  
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Figura 14 Efecto el I2 en la diferenciación de células troncales. Expresión del 
marcador de troncalidad CD44 (verde) y DAPI (azul) en xenotrasplantes de 
neuroblastoma de SK-N-BE(2). Los resultados se expresan como la media ± SEM 
Los resultados fueron reportados por triplicado, se expresan como células positivas 
por campo. Los datos fueron analizados utilizando ANOVA de una vía y prueba post 
hoc de Tukey. Las letras diferentes representan diferencia significativamente 
estadística entre grupos. 

 

En tumores monocapa la suplementación de I2 provocó una disminución en el 

porcentaje de expresión de células CD44+ comparado con el grupo control en un 
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12% (34.76 ± 1.87% vs 46.92 ± 0.9846%). En el modelo de tumores neuroesfera 

(enriquecido con células similares a células troncales) la suplementación de I2 

provocó una disminución del 29.63% respecto al grupo control (41.71 ± 1.572% vs 

71.34 ± 2.14%). Para ambos grupos esta diferencia fue estadísticamente significativa 

(ver Figura 14B). 

 

V.4 Evaluación del potencial de invasión en tumores de neuroblastoma enriquecidos 

con células troncales. 

La segunda parte del objetivo consistió en evaluar los efectos de la suplementación 

del I2 en la expresión de genes relacionados con la diferenciación, invasión y 

metástasis (ver Figura 15). La expresión del gen NSE relacionado con diferenciación 

en tumores monocapa control no mostró cambios comparado con lo reportado en 

tumores suplementados con I2 (0.2450 ± 0.03889 vs 0.2261 ± 0.002144), de igual 

manera en tumores neuroesfera tampoco se observó un cambio en la expresión del 

grupo control respecto al grupo de tumores suplementados con I2 (0.1945 ± 0.006928 

vs 0.2206 ± 0.03954).  

En el caso del gen PPARγ que está implicado en procesos de diferenciación y 

detención del crecimiento celular, los resultados mostraron un incremento en su 

expresión en los tumores que fueron suplementados con I2 respecto a los controles. 

El incremento resulto ser significativo tanto en tumores monocapa (0.001037 ± 

0.0004 vs 0.00594 ± 0.0011) como también para tumores neuroesfera (0.000182 ± 

0.00006565 vs 0.0066 ± 0.0001927). 

Para los genes relacionados con agresividad solo se observó una disminución 

estadísticamente significativa en la expresión del gen WNT, en los xenotrasplantes 

de células troncales en ratones suplementados con I2 (0.09886 ± 0.0078 vs 0.00456 

± 0.01419). Cabe señalar que el suplemento con I2 en los xenotrasplantes de células 

en monocapa la expresión del gen WNT generó una tendencia a disminuir, sin 

embargo, esta tendencia no fue significativa. Del mismo modo, se observó está 

tendencia a la baja en la expresión del gen NOTCH relacionado con para ambos 
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grupos (monocapa y troncales) cuando se suplementa con I2 sin ser estadísticamente 

significativa. 

Se evaluó también la expresión de genes relacionados con la perdida de adhesión 

celular (CDH1) la remodelación de la matriz extracelular (MMP9), la capacidad de 

migración (VIM) y la inducción de angiogénesis (VEGF). En tumores generados a 

partir de células en troncales, la expresión del gen CDH1 aumento con la 

suplementación de I2 en comparación con el grupo control (0.0001705 ± 0.000018 vs 

0.0006 ± 0.00006419); ocurrió del mismo modo para los tumores generados con 

células en monocapa sin diferencia estadísticamente significativa.  

En el caso del gen MMP9 la suplementación de I2 provocó una disminución 

estadísticamente significativa en la expresión del gen en tumores generados con 

células en neuroesfera control comparada con el grupo control (0.008726 ±0.0000 

4244 vs 0.003605 ± 0.0002693). Esta misma tendencia se observó en la expresión 

de MMP9 en los tumores monocapa tratados con I2, sin embargo, no hubo diferencia 

estadísticamente significativa.  

De igual manera, se reportó que para el gen VIM La expresión disminuyó con la 

suplementación de I2. En los tumores generados con células en monocapa (0.09421 

± 0.01194 vs 0.04041 ± 0.01337) la disminución no se consideró significativa como 

si ocurrió en tumores neuroesfera (0.3709 ± 0.03386 VS 0.1846 ± 0.04208).  

Finalmente, en relación a la expresión del gen VEGF la suplementación de I2 no 

provocó cambios en los niveles de expresión al comparar tumores monocapa control 

contra tumores monocapa suplementados I2 (0.02855 ± 0.01091 vs 0.02790 ± 

0.005671) pero al comparar los niveles de expresión del gen VEGF en tumores 

neuroesfera control vs tumores neuroesfera a suplementados I2 si se reportó una 

disminución en los niveles de expresión que resulto ser significativa (0.1416 ± 

0.03201 vs 0.04977 ± 0.01092). 
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Figura 15 Efecto del I2 en la potencialidad de invasión y diferenciación de células 
troncales. A) Expresión de genes relacionados con la diferenciación celular (PPARγ, 
NSE) B) Expresión de genes relacionados agresividad (NOTCH, WNT) C) Expresión 
de genes relacionados con la adhesión e invasión celular (CDH1, VIM) y D) Expresión 
de genes relacionados con la remodelación de la membrana extracelular y la 
angiogénesis (MMP y VEGF). Los genes fueron analizados por RT-qPCR utilizando 
ADNc de tumores SK-N-BE(2) suministrados con I2 0.025% (grupo I2) o agua 
desionizada (grupo control). Todos los resultados se realizaron por triplicado y se 
expresan como la media ± SEM. Los datos fueron normalizados utilizando el gen 
constitutivo β-actina y evaluados con ANOVA de una vía y prueba post hoc de Tukey. 
Las letras diferentes representan diferencia estadísticamente significativa. 
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VI. DISCUSIÓN 

Alrededor del 20% de los pacientes con NB de alto riesgo son refractarios a la 

quimioterapia estándar (Basta y col., 2016). La evidencia propone que la resistencia 

terapéutica puede atribuirse a varios factores: como a los procesos de 

desdiferenciación celular, la sobreexpresión de receptores MDR, así como la 

presencia de subpoblaciones de células troncales que suelen encontrarse en el 

tumor (Bahmad y col., 2019).  

La línea de neuroblastoma humano SK-N-BE(2) utilizada en este trabajo presenta la 

amplificación del oncogén MYCN, un controlador maestro de la diferenciación celular, 

asociado a pronósticos poco favorables. Se generaron xenotrasplantes a partir de 

cultivos de células en monocapa (parentales) y en neuroesfera (células madre 

cancerosas neurales) (Jensen y Parmar, 2006) y se comparó su respuesta al 

tratamiento con 200 µM de I2, durante 10 semanas. 

Los xenotrasplantes formados con neuroesfera se comportaron más agresivos, 

provocando en ratones pérdida de peso (disminución de 12%), desorientación, 

tumores más voluminosos (9000 mm3) y con mayores las áreas sangrantes 

(presencia de 2.49 veces más de eritrocitos extravasculares en tejido), así como la 

muerte de al menos 6 individuos (porcentajes) antes de terminar el experimento. 

Mientras que en ratones inoculados con células en monocapa los efectos descritos 

anteriormente se presentaron en menor medida: pérdida de peso del 5% sin reportes 

de desorientación o muerte, menores volúmenes tumorales (3000 mm3) con 

presencia de 0.4 veces la cantidad de eritrocitos extravasculares. 

Varios estudios han reportado que la presencia de las células madre puede modular 

las características de los nichos tumorales, promoviendo la activación de vías de 

señalización clave involucradas en la autorrenovación, la angiogénesis y la 

supervivencia (Ayob y Ramasamy, 2018). Lo que puede explicar las diferencias 

observadas en ambos modelos al suponer que la presencia de las células madre 

cancerosas puede promover la agresividad tumoral. 
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La respuesta al tratamiento con el suplemento de I2 provocó un retraso en la aparición 

de tumores sólidos generados tanto con células monocapa como con células 

neuroesfera, lo que puede explicarse gracias a las capacidades intrínsecas que 

posee el I2 para inhibir la proliferación, la quimiorresistencia y favorecer los efectos 

apoptóticos que ya se han reportado en varias líneas celulares: SK-N-BE(2), SK-N-

AS y MDA-MB-231 (Alvarez-León y col., 2021;; Moreno-Vega y col., 2019; Mendieta 

y col., 2019). También se observó que los ratones suplementados con I2 mantuvieron 

una ganancia de peso entre 10-12% comparado con los ratones control que 

presentaron un efecto a la inversa, pérdida significativa de peso corporal de 5- 10%, 

situación similar que ya se había reportado en ratones con xenotrasplantes de células 

MDA-MB-231, MCF-7 y SK-N-BE(2) donde la suplementación con I2 evitó efectos 

secundarios nocivos como pérdida de peso corporal y diarrea (Mendieta y col 2019; 

Mendieta y col., 2020). En dichos trabajos se asoció el crecimiento tumoral con la 

aparición de estrés en los ratones, y a su vez sugiriendo así que la pérdida de peso 

corporal es una consecuencia directa de un síndrome conocido como caquexia por 

cáncer, que es un proceso debilitante caracterizado por la pérdida de peso 

involuntaria que no solo afecta el tejido adiposo, sino que también conduce al 

desgaste y la debilidad del músculo esquelético y en donde contribuyen citocinas 

proinflamatorias, como el TNF-α, la interleucina-1 (IL-1), la interleucina-6 (IL-6) y el 

factor de diferenciación de crecimiento 15 (GDF-15) (Fearon y col., 2011).  

Se ha sugerido que la prevención de la pérdida de peso por suplementación de I2 

pueden deberse a 3 condiciones; primero, al efecto antineoplásico de I2 que previene 

el crecimiento tumoral y disminuye así la señalización celular implicada en procesos 

de vascularización e hipermetabolismo; el segundo, debido al efecto antioxidante del 

I2 que afecta los procesos de inflamación crónica debido a la presencia de ROS y la 

activación de vías de señalización como; NF-κB, STAT3, la proteína activadora 1(AP-

1), el factor nuclear de las células T activadas (NFAT) y HIF1α, que median 

reacciones vitales de estrés celular; por último, el I2 podría estar generando la 

diferenciación de las células madre tumorales hacia un fenotipo terminal menos 

agresivo (Alvarez-Léon y col., 2021; Arulselvan y col., 2016).  



46 
 

Se observó que una característica evidente en los tumores suplementados con I2 fue 

la disminución en el volumen tumoral, este efecto antineoplásico ya se había 

reportado en coadministración de 200 µM de I2 con 1.5 mg/Kg de ATRA en tumores 

de neuroblastoma con células SH-SY5Y de bajo riesgo y SK-N-AS de mediano 

riesgo. Además, se correlacionó con un efecto proapoptótico del yodo, lo que sugiere 

que independientemente del modelo, el yodo genera apoptosis en células de 

neuroblastoma, que en consecuencia promueve la disminución del volumen tumoral 

(Mendieta y col., 2020).  

Otro efecto significativo debido al suplemento con I2 fue la disminución de áreas 

sangrantes en los tumores, observada en las tinciones H&E, como infiltración de 

eritrocitos, siendo más evidente en tumores generados a partir de células cultivadas 

en neuroesfera respecto a tumores generados con células en monocapa. Se sabe 

que los tumores de neuroblastoma SK-N-BE(2) se suelen caracterizar por ser 

azulados (tumores blueberry) con la presencia de patrones de vasculatura aberrante 

y áreas sangrantes. Los trabajos previos de Álvarez-León y col., 2021 y de Mendieta 

y col., 2019 habían reportado que en tumores de mama y de neuroblastoma la 

suplementación de I2 (0.025%) generó tumores más fibrosos y con menor presencia 

de vasculatura aberrante. Este efecto se replicó en los xenotrasplantes generados 

con células en monocapa y en xenotrasplantes generados con células troncales 

obtenidos en este trabajo. Una de las posibles explicaciones es que el I2 posee un 

efecto antiangiogénico que ya ha sido reportado previamente por Álvarez-León y 

col.,2021 en tumores SK-N-BE(2) que exhibieron una expresión elevada de HIF1α, 

pero sin evidentes cambios en la expresión de VEGF. De manera interesante, en 

este trabajo se encontró que el efecto del I2 en tumores generados con células 

troncales sí generó una disminución significativa en la expresión de VEGF con 

respecto al grupo control. Se ha demostrado que en las células madre la 

sobreexpresión de HIF es un modulador primario del metabolismo celular para 

mantener su estado indiferenciado y potencial pluripotente (Mohyeldin y col., 2010). 

Además, a nivel molecular la señalización de HIF1α es necesaria para el 

mantenimiento de las células madre neuronales (NSC) y la estabilidad vascular. La 
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presencia de ambientes hipóxicos que van prevalecido en los nichos de las células 

madre en crecimiento junto con las células estromales provocan la activación de HIF-

1α, considerado también un "interruptor angiogénico” que regula al alza la expresión 

de varios genes proangiogénicos, incluidos VEGF y sus receptores Flt-1, Flk-1, Ang-

1, Ang-2 y Tie-2 (Bárdos y Ashcroft, 2005; Zimna y Kurpisz, 2015). En particular, la 

inactivación genética de HIF1α resulta en la pérdida gradual de las NSC (Li y col., 

2014). En nuestro modelo podemos observar que la disminución de la expresión de 

HIF1α también afecta de manera importante a las vías de señalización 

proangiogénica (VEGF). 

Otro resultado que podría apoyar esta hipótesis es la disminución de la cantidad de 

MMP9 reportada en xenotrasplantes suministrados con I2 donde el cambio fue 

significativo únicamente para xenotrasplantes generados con células troncales. Se 

ha reportado que la actividad de las metaloproteinasas de matriz que degradan la 

matriz extracelular, en particular MMP9 y MT1-MMP regulan directamente la 

angiogénesis lo que facilita la invasión de células endoteliales y conduce a la 

generación de nuevos vasos (Fields, 2019; Nelson y col., 2000).  

Una de las interrogantes que se trató de responder en este trabajo fue el efecto del 

I2 en las células troncales. Los resultados mostraron que la suplementación de I2 

disminuyó de manera significativa la presencia del marcador de superficie celular 

CD44 que es típico de células troncales lo que podría sugerir que el I2 puede actuar 

como diferenciador celular en estas poblaciones. Otros resultados reportados por 

Bigoni-Ordoñez y col., en 2018 mostraron que la suplementación de 200 µM de I2 en 

las líneas celulares derivadas de cáncer cervical HeLa y SiHa provocó una 

disminución de la expresión de marcadores de troncalidad: CD49f, CK17, OCT-4, 

NANOG, SOX2 y KLF4; así como, una mayor expresión y activación de los 

receptores PPARγ. De igual manera se encontró en nuestro trabajo que la 

suplementación de I2 favoreció un incremento en la expresión de los niveles de 

PPARγ tanto en los xenotrasplantes generados con células en monocapa como los 

generados con células en neuroesfera. Una de las posibles razones que explica la 

diferenciación de las células troncales y el incremento de los receptores PPARγ, es 
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mediante el mecanismo de acción indirecta que posee el I2. Se ha demostrado que 

la 6 yodolactona (6IL) -la cual se forma mediante la yodación del ácido araquidónico 

que está presente en la membrana celular- actúa como un ligando de unión de 

PPARγ. La activación de PPARγ le permite unirse a un complejo heterodímero con 

los receptores RXRα y translocarse al núcleo celular para activar el elemento de 

respuesta de PPARγ (PPRE), para activar vías de señalización antiproliferativas, 

proapotóticas y de diferenciación (Chawla y col., 2001; Nava-Villalba y col., 2015; 

Wafer y col., 2017). Se ha reportado que en cáncer de mama la activación de PPARγ 

regula la diferenciación terminal de los adipocitos (Li y col., 2015). En el intestino, la 

activación de PPARγ causa la degradación de la β-catenina y la inactivación de la 

vía Wnt/β-catenina rio abajo, y por lo tanto aumenta la cetogénesis al inducir la 3-

hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa 2 mitocondrial (HMGCS2), una enzima cetogénica 

limitante de la velocidad en la síntesis de β-hidroxibutirato del cuerpo (βHB), que 

contribuye a la regulación de la diferenciación celular intestinal (Zurlo y col., 2016) Y 

a nivel de proteína, promueve la diferenciación epitelial y estabiliza el fenotipo 

diferenciado al regular al alza la expresión de proteínas clave como queratinas, E-

cadherina, fosfatasa alcalina o proteína 1 de unión a GTP regulada por el desarrollo 

(Cheng y col., 2019). 

Se analizaron también otros genes implicados en la diferenciación celular como WNT 

donde se observó que la suplementación de I2 disminuyó la expresión del gen en 

ambos modelos (monocapa y neuroesfera) sólo significativo para tumores de células 

troncales. En varios estudios se ha propuesto que la expresión elevada de genes 

diana de la vía Wnt/β-catenina se puede utilizar como indicativo de mal pronóstico 

en el neuroblastoma sin amplificación de MYCN (Duffy y col., 2016). Se sabe que 

Wnt tiene por diana al gen MYCN y la sobreexpresión de la proteína MYCN reprime 

directamente los genes necesarios para la diferenciación terminal del sistema 

nervioso simpático. Paradójicamente, se ha demostrado que el tratamiento con 

wnt3a/Rspo2, un agonista especifico de neuroblastoma, favorece la diferenciación 

de células SH-SY5Y y SK-N-BE(2) con amplificación de MYCN, pero a su vez 

también incrementa la proliferación de células SK-N-AS (Szemes y col., 2018). En 



49 
 

un estudio realizado por Suebsoonthron y col. en 2017 se reportó que las células de 

neuroblastoma SH-SY5Y tratadas con XAV939, el inhibidor de WNT, no alteró la 

morfología, la viabilidad o la proliferación de las células SH-SY5Y. Sin embargo, el 

tratamiento con XAV939 aumentó la sensibilidad a la doxorrubicina, y reguló a la baja 

marcadores neuronales de diferenciación neural (β-tubulina III, PHOX2A y PHOX2B); 

mientras que el inhibidor de WNT XAV939 promovió la sobrexpresión de varios 

marcadores de progenitores neurales (PAX6, TFAP2α y SLUG). Aunque los 

resultados encontrados sugieren que la suplementación de I2 podría actuar como un 

inhibidor de WNT no se observó un incremento en la expresión de genes 

relacionados con un estado indiferenciado. Esto podría estar asociado a la 

sobrexpresión de los PPARγ que favorecen los procesos de diferenciación. De 

manera interesante, varios autores sugieren que en la señalización de WNT, β-

catenina y PPARγ, se autorregulan, ya que generalmente se encuentran en 

oposición. Cuando β-catenina está regulada al alza en los procesos inflamatorios, 

estrés oxidativo y varios cánceres, se observa lo contrario con PPARγ, que 

generalmente se regula a la baja durante la inflamación, el estrés oxidativo y varios 

cánceres (Vallée y col., 2018). 

Otra característica que se evaluó fue el efecto del I2 en la potencialidad de invasión 

de las células troncales. Se observó que la suplementación de I2 disminuyó los 

niveles de expresión de MMP9 y VIM en ambos modelos (monocapa y neuroesfera); 

mientras que, aumentó los niveles de expresión de E-cadherina, una glicoproteína 

transmembrana involucrada en las uniones adherentes epiteliales. Este patrón de 

expresión (perdida de E-cadherina, aumento de MMP9 y VIM) podría ser suficiente 

para promover la cascada de invasión-metástasis, activando vías de transducción de 

señales específicas aguas abajo que otorgan una alta motilidad a las células al 

inducir proteínas como N-cadherina que es un requisito previo para poder migrar 

(Batth y col., 2020). En cambio, el patrón de expresión de estos genes fue 

significativo en los xenotrasplantes generados con células troncales lo que podría 

indicar dos cosas: la primera es que la suplementación de I2 favorece la 

diferenciación celular de estas poblaciones en los tumores de neuroblastoma y la 



50 
 

segunda es que la presencia de células troncales puede estar correlacionada con el 

potencial de invasión respecto a los xenotrasplantes generados con células en 

monocapa que poseen poca o nula presencia de poblaciones de células madre. 

Además, se observó que la suplementación de I2 disminuyó significativamente la 

expresión de Notch-3 solo en tumores neuroesfera. Esto podría ser principalmente 

debido a que la vía de señalización de Notch se encuentra altamente conservada y 

regula las decisiones del destino celular durante la embriogénesis, modula el estado 

diferenciado de las células maduras y es uno de los principales factores en la 

regulación de las células madre cancerosas (Wang y col., 2009). Otros trabajos han 

asociado la vía de Notch como un promotor de la identidad de células de 

neuroblastoma mesenquimatosas desdiferenciadas. Se ha reportado que un 

subconjunto de neuroblastoma con alta expresión de Notch-3 y sus genes blanco 

presentan mayores características mesenquimales, mayor incidencia de metástasis 

y un mal pronóstico (van Nes y col., 2013). Esto sugiere que el I2 podría estar 

disminuyendo la activación de Notch para inhibir las propiedades mesenquimales de 

las células de neuroblastoma y con ello, disminuir el potencial de invasión y 

metástasis principalmente en xenotrasplantes generados con células troncales.  
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VII. CONCLUSIONES  

Los resultados obtenidos indican que el I2, ejerce acciones apoptóticas, de 

diferenciación celular y disminución en la potencialidad de invasión en 

xenotrasplantes de neuroblastoma de poblaciones parentales y troncales.  

Estos resultados requieren más estudios enfocados a entender las interacciones 

directas entre el I2 y la pérdida de características intrínsecas de las células troncales; 

como la autorrenovación o la interacción con el microambiente tumoral.  

Además, nuestros resultados nos permiten proponer la evaluación del suplemento 

de I2 como coadyuvante en estudios clínicos; encaminados a mejorar las terapias 

convencionales generando una mayor respuesta terapéutica y la disminución de los 

efectos secundarios.   
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