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RESUMEN 

 
El cáncer de pulmón se encuentra entre las principales causas de mortalidad por 
cáncer a nivel mundial. Esta enfermedad se caracteriza por ciertos aspectos como la 
proliferación sostenida, evasión de los mecanismos inmunológicos que propician la 
apoptosis, así como su capacidad invasiva y metastásica. El fenotipo 
neuroendócrino, representa un estadio tumoral más agresivo. Para este estudio, el 
fenotipo neuroendócrino se evaluó a través de la transdiferenciación de células 
tumorales hacia un fenotipo que se caracteriza por cambios morfológicos, la 
secreción de hormonas y la expresión de los marcadores cromogranina (CgA) y 
sinaptofisina (SYP). El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de los 
compuestos con núcleo xantina presentes en la dieta (cafeína y teobromina) sobre 
la transdiferenciación neuroendócrina de una línea celular de adenocarcinoma 
pulmonar (A549) en ausencia y presencia de suero fetal bovino (SFB) (10 % en 
DMEM). La línea de adenocarcinoma de pulmón fue tratada con compuestos con 

núcleo xantina, cafeína (1,3,7-trimetilxantina, 100 M) y teobromina (3,7-

dimetilxantina, 100 M) por 120 horas. Como control positivo de transdiferenciación 
se trató con agentes que incrementan la concentración intracelular de cAMP 3-
isobutil-1-metilxantina (IBMX, 0.5 mM) y forskolina (FSK, 0.5 mM) por 120 horas. 
Como control de estrés celular se trató con un antibiótico glucopéptido que generó 

roturas en el ADN y estrés celular por 120 horas (zeocina, 100 M). Se observaron 
cambios morfológicos en las células relacionados con en el fenotipo neuroendócrino, 
como la formación y el número y el tamaño de proyecciones de tipo neurita. Además 
de la viabilidad celular por el ensayo (MTT) y la expresión de los marcadores 
neuroendócrinos (CgA), (SYP), y el factor de transcripción ASCL1, por (RT-PCR). 
Nuestros resultados sugieren que cafeína y teobromina no inducen un fenotipo 
neuroendócrino a una concentración de 100 μM en condiciones de ausencia y 
presencia de SFB al 10 %. Se requiere el estudio de otras condiciones de 
suplementación para confirmar este resultado. 
 
 
Palabras clave: Cáncer de Pulmón, neuroendócrino, metilxantinas, cafeína, 
teobromina.  
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INTRODUCCIÓN 

 
El cáncer de pulmón se encuentra entre las primeras causas de muerte, no solo en 

México, también a nivel mundial. Su clasificación se basa en su capacidad de 

adaptación, así como su heterogeneidad. Su diagnóstico suele ser tardío, lo que da 

como consecuencia una baja tasa de supervivencia; además, los métodos para 

identificarlo suelen ser agresivos e invasivos. Dentro del estudio acerca del cáncer 

de pulmón, las neoplasias neuroendócrinas cobran relevancia debido al cambio en 

su fenotipo, lo que resulta en un cáncer más agresivo. Por su parte, las metilxantinas, 

como la cafeína y teobromina, son metabolitos naturales que son consumidos en la 

dieta. Algunos de sus mecanismos se ven relacionados con la proliferación, 

diferenciación y viabilidad celular por lo que se han vuelto de gran interés para su 

estudio. En este proyecto se busca identificar la transdiferenciación hacia el fenotipo 

neuroendócrino en la línea celular de adenocarcinoma pulmonar A549, empleando a 

las metilxantinas (cafeína y teobromina) como alternativa a los modelos previamente 

estudiados en nuestro laboratorio (IBMX + FSK).  

Este proyecto tiene como objetivo conocer más acerca del mecanismo de 

transdiferenciación de las células de cáncer de pulmón y la participación de las metil 

xantinas en la generación de tipos de cáncer de pulmón más agresivos y/o 

resistentes a quimioterapias como el fenotipo neuroendócrino.  
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ANTECEDENTES 

 
 

1.1. Cáncer 
 

El cáncer es una de las principales causas de muerte que aquejan a ambos sexos. 

Tan solo en el año 2022 en México se registraron 847, 716 defunciones por cáncer 

(INEGI, 2024). Las células cancerosas son derivadas de alteraciones del material 

genético; dichas alteraciones le confieren a la célula la capacidad de escapar de los 

mecanismos de control para dividirse aceleradamente y sin restricciones (apoptosis, 

senescencia) (Ruddon, 2003). El proceso por el cual las células normales se 

convierten en células cancerosas se le conoce como carcinogénesis (Valent y col., 

2012,). Las cualidades que van adquiriendo las células cancerosas durante un 

periodo de desarrollo se le conoce como “hallmarks del cáncer” o rasgos del cáncer 

(Hanahan & Weinberg, 2011). En el caso concreto del cáncer de pulmón, se ha 

investigado que dichas mutaciones y el tipo celular donde ocurren, establecen un 

fenotipo neuroendócrino más agresivo (Sutherland & Berns, 2010).  

 

1.2. Cáncer de pulmón 
 

El cáncer de pulmón es el segundo tipo de cáncer más común a nivel mundial, con 

una incidencia reportada de 2,480,675 casos en 2022 (GCO, 2022). Su clasificación 

histológica da lugar a dos tipos: el cáncer de pulmón de células no pequeñas y el 

cáncer de pulmón de células pequeñas (por sus siglas en inglés NSCLC Y SCLC 

respectivamente) (Roviello, 2015). NSCLC abarca todos los tipos de cáncer epitelial 

siendo el más común el carcinoma de células escamosas, el carcinoma de células 

grandes y el adenocarcinoma, lo que comprende el 85 % de los tipos de cánceres, 

mientras que SCLC representa el 15 %, este último resulta ser más agresivo, con 

una alta tasa de proliferación y un mayor porcentaje de metástasis, lo que conlleva 

en una baja tasa de supervivencia para quien es diagnosticado con esta enfermedad 

(Rekhtman, 2022). 
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1.3. Cáncer neuroendócrino 
 

Los tumores neuroendócrinos ocurren en casi todo el cuerpo y se originan a partir de 

células dentro del sistema endócrino (Klöppel, 2017).  Algunas características 

presentes son la morfología similar a un grano de pimienta y una mayor expresión 

de marcadores neuroendócrinos (Sultana y col., 2023a). El sitio con un mayor 

porcentaje de aparición es el tracto gastrointestinal (60 %), mientras que en el pulmón 

ocupan el segundo sitio de origen más común (20 %), perteneciendo al grupo de 

SCLC (Silveira y col., 2017). Sin embargo, también están presentes en diversos 

órganos como cabeza, tiroides, timo, mama, piel entre otros (Rosa & Uccella, 2020). 

Estos tumores secretan hormonas peptídicas, así como algunas aminas biogénicas 

que originan diferentes patologías (Gaudenzi y col., 2020). De acuerdo con la 

clasificación histológica los tumores neuroendócrinos se pueden agrupar en dos 

tipos: tumores neuroendócrinos bien diferenciados (NET) y carcinomas 

neuroendócrinos poco diferenciados (NEC). Dentro del grupo NET se encuentran los 

carcinoides típicos y carcinoides atípicos ambos son tumores de tipo G1 y G2 

respectivamente, mientras que por lado de los NEC encontramos al carcinoma de 

pulmón de células pequeñas y al carcinoma de pulmón en SCLC y NSCLC, 

respectivamente. Ambos son tumores de tipo G3 representando neoplasias de alto 

grado. La clasificación G1, G2 y G3 para las neoplasias neuroendócrinas son en base 

a la expresión de Ki-67, una proteína que se encuentra en células en proceso de 

proliferación, a mayor índice de proliferación Ki-67 mayor probabilidad de que el 

cáncer disemine a diferentes órganos (Rekhtman, 2022). 

 

1.4. Diferenciación neuroendócrina 
 

En el tejido pulmonar existen células neuroendócrinas, estas, representan el 0.41 % 

de todas las células epiteliales que conforman la vía respiratoria, su función se centra 

en la secreción de diversos componentes como lo son el péptido relacionado con el 

gen de la calcitonina (CGRP) y la serotonina, que son factores que participan como 

transductores sensoriales en respuesta a estímulos fisiológicos del pulmón (Noguchi 
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y col., 2020). En los tumores neuroendócrinos de pulmón se cree que las células 

neuroendócrinas provienen de carcinogénesis/proliferación de células NE normales 

o de la transdiferenciación celular de las células tumorales (Yellin & Benfield, 1985). 

El proceso por el cual una célula bien diferenciada de un linaje característico cambia 

para pertenecer a otro bien diferenciado, se llama transdiferenciación. Esto tiene que 

ver con la progresión del cáncer puesto que altera el estado celular para 

sobreponerse a algunas limitaciones como la falta de oxígeno y nutrientes generando 

un microambiente pro tumoral (Thankamony y col., 2021). En el cáncer de pulmón 

se encuentra ampliamente reportado que esta transdiferenciación se puede lograr in 

vitro gracias a la exposición a diferentes estímulos como pueden ser la inhibición por 

contacto, el aumento de la concentración intracelular de cAMP de manera continua, 

interleucinas, radiación fraccionada ionizante, etc. (Mendieta y col., 2018; Adame-

García y col., 2019; Deng y col., 2008). Sin embargo, existen otros factores que 

pueden propiciar la transdiferenciación, como las alteraciones genéticas o 

epigenéticas, así como el estrés producido por ciertos fármacos e inclusive algunas 

señales generadas por el propio microambiente. La cromogranina (CgA), la 

sinaptofisina (SYP) son algunos marcadores para identificar la presencia de células 

NED, presentes en diversos órganos como los que conforman el sistema 

gastrointestinal, cabeza, tiroides, mama, colon, hueso, entre otros (Sultana y col., 

2023b). Otras formas de detección son por medio de ensayos como 

inmunohistoquímica, imágenes moleculares con indio 111-octreótido que detecta los 

niveles de somatostatina y resonancia magnética nuclear (Sundin y col., 2017). CgA 

es una proteína monomérica soluble presente en los gránulos secretores, que 

interviene en diferentes procesos como la regulación de las vesículas secretoras del 

sistema simpático, y del adrenomedular. También juega un papel importante en la 

biología vascular y tumoral ya que se ha demostrado que tiene una función bifásica, 

es decir, puede inhibir la angiogénesis lo que da como consecuencia que se activen 

las células endoteliales manteniendo integra la barrera endotelial. Por otro lado, en 

la mayoría de cánceres neuroendócrinos las concentraciones de CgA son mayores 

por lo que el efecto antiangiogénico disminuye (Crippa y col., 2013). La sinaptofisina 

(SYP) es una glucoproteína de membrana integral que se encuentra en las vesículas 
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presinápticas de las células neuroendócrinas, el reciclaje de estas vesículas es 

esencial para la liberación de neurotransmisores y neuropéptidos. Su presencia 

indica que la célula tiene maquinaria secretora especializada, característico de un 

fenotipo neuroendócrino (Blobel y col., 1985).  

 

1.5. El papel de los compuestos con metilxantina en las células neuroendócrinas 
 

Las xantinas metiladas (metilxantinas) son metabolitos secundarios de nucleótidos 

de purina, por lo que se consideran como los compuestos con mayor consumo en el 

mundo (Monteiro y col., 2016). Se pueden encontrar en diversos productos de origen 

natural como el té, café, chocolate, así como en productos derivados como bebidas 

energéticas, refrescos y algunos medicamentos (Basnet y col., 2017). A nivel celular, 

las metilxantinas actúan como inhibidores de las fosfodiesterasas, en específico la 

fosfodiesterasa-4 (PDE4), esta inhibición complica la hidrólisis de los enlaces 

fosfodiéster en diferentes moléculas como el monofosfato de adenosina cíclico 

(cAMP), impidiendo su degradación y, por ende, incrementa su concentración 

(Sugimoto y col., 2014). Este incremento participa en la activación de la proteína de 

respuesta (CREB), con ayuda de la proteína quinasa A (PKA) (Yoneda y col., 2017). 

CREB se considera una proteína multifacética ya que participa en una amplia serie 

de procesos biológicos (Bleckmann y col., 2002). Su sobreexpresión promueve un 

aumento en la proliferación celular, la disminución en la apoptosis y una mayor 

migración celular, es por eso que CREB está relacionada con la iniciación y la 

progresión tumoral (Steven & Seliger, 2016). El IBMX (3-isobutil-1-metilxantina) es 

un inhibidor no selectivo de las fosfodiesterasas, lo que aumenta el (cAMP) 

intracelular (Savai y col., 2010). IBMX modula funciones celulares dependientes de 

cAMP como la inhibición del factor de necrosis tumoral alfa (TNFα), así como la 

activación de la proteína quinasa A (PKA) (Tio y col., 2010). En conjunto con 

Forskolina induce la expresión de un marcador neuronal tirosina hidroxilasa presente 

en células embrionarias carcinomatosas (NT2) (Deng y col., 2001). Cuando se utiliza 

en combinación con dibutiril adenosina dbcAMP las células madre mesenquimales 

se diferenciaron en células neuronales (Fajardo y col., 2020). 
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La cafeína (1,3,7 trimetilxantina) es un compuesto psicoestimulante que se encuentra 

de manera natural en algunas plantas, así como los granos de cacao, café y hojas 

de té (Moratalla, 2008). Su estructura se compone principalmente en grupos metilo 

adicionales en el nitrógeno de la estructura de la xantina (figura 1). Por su parte, la 

teobromina (3,7- dimetilxantina) posee dos grupos metilo R2 y R3 respectivamente. 

Es un compuesto proveniente de la cafeína que podemos encontrar en el cacao, sin 

embargo, también está presente en muchos alimentos de origen vegetal (Lee y col., 

2022). 

 

Figura 1: Estructura química de la xantina y las combinaciones de las cadenas 
laterales de sus derivados; Modificado de (Janitschke y col., 2020) 
 

El mecanismo de acción de las metilxantinas se basa en 4 diferentes tipos: 

Regulación de los niveles de calcio intracelular, inhibición de la fosfodiesterasa, 

modulación del receptor GABAA y antagonismo de los receptores de Adenosina 

(Franco y col., 2013). Las fosfodiesterasas por medio de su inhibición aumentan la 

concentración de monofosfato de adenosina cíclico (cAMP) lo que provoca una 

activación de la proteína de respuesta (CREB); sin embargo, para que se lleve a cabo 

se requieren concentraciones elevadas de metilxantinas por lo que su principal 

mecanismo de acción se centra en participar como antagonista de los receptores de 

adenosina (Choi y col., 2004).  
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1.6.  Forskolina 
 
 

La forskolina es un diterpeno derivado de las raíces de Coleus forskholii (Kanne y 

col., 2015). A lo largo del tiempo, se ha utilizado como tratamiento a diferentes 

patologías como asma, psoriasis y la hipertensión (Pateraki y col., 2017). Actúa como 

activador del adenilato ciclasa, esta enzima interviene en la síntesis de (cAMP), lo 

que permite su acumulación masiva, esto puede implicar funciones supresoras o 

promotoras en el desarrollo del cáncer (Salzillo y col., 2023). Otro mecanismo por el 

cual interviene la forskolina es como potenciador de la noradrenalina a través de la 

vía ERK en las neuronas dopaminérgicas (Troadec y col., 2002).  

 

En este estudio se busca evaluar un modelo de transdiferenciación hacia el fenotipo 

neuroendócrino en la línea celular de adenocarcinoma pulmonar A549, utilizando 

metilxantinas (cafeína y teobromina) como alternativa al modelo previamente 

probado con éxito en nuestro laboratorio (IBMX + FSK).  

Esto con la finalidad de conocer más acerca del mecanismo de transdiferenciación 

de las células de cáncer de pulmón y sobre la participación de las metil xantinas en 

la generación de tipos de cáncer de pulmón más agresivos y/o resistentes a 

quimioterapias. 
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HIPÓTESIS 
 
 

Los compuestos con núcleo xantina (cafeína y teobromina) causarán la 

diferenciación neuroendócrina en las células de adenocarcinoma pulmonar humano 

A549. 
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OBJETIVOS 
 
 

1.7. Objetivo general. 
 

Determinar el efecto de los compuestos con núcleo xantina (cafeína y teobromina) 

en la diferenciación neuroendócrina de la línea celular de adenocarcinoma pulmonar 

A549. 

1.8.  Objetivos específicos. 
 

● Analizar los cambios morfológicos asociados a la diferenciación 

neuroendócrina en la línea celular A549 tratada con compuestos con núcleo 

xantina (cafeína y teobromina), por microscopía. 

● Evaluar el efecto de los compuestos con núcleo xantina (cafeína y teobromina) 

sobre la proliferación de las células de adenocarcinoma pulmonar A549, por 

MTT. 

● Determinar la expresión de marcadores neuroendócrinos (CgA, SYP y 

ASCL1) de la línea celular de adenocarcinoma pulmonar A549, tratada con 

compuestos con núcleo xantina, por RT-PCR. 
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METODOLOGÍA  
 
 

1.9. Materiales 
 
 

Para el cultivo celular se utilizó la línea celular de adenocarcinoma pulmonar A549 

(ATCC, CCL-185), placas de cultivo de 24 pozos, medio DMEM (Biowest, BIO-

L0103-500) suplementado con 10 % de Suero Fetal Bovino (Biowest, S1400-500) y 

100 μL al 2 % de una solución de Penicilina-Estreptomicina (GIBCO, 15070-063), 

tampón fosfato salino 1X (PBS) (Gibco 10010023) y una solución de tripsina (0.25 

%) (Gibco 25200072). La transdiferenciación neuroendócrina se llevó a cabo 

utilizando forskolina (MedChemExpress 66575-29-9) y 3-isobutil-1-metilxantina 

(Sigma 28822-58-4). Los tratamientos incluyeron cafeína (Sigma 1001887349), 

teobromina (Sigma 101339630) y zeocina (Gibco 2165842). 

La extracción de ARN total se realizó con el kit (QIAGEN 74004). La síntesis de ADN 

complementario (cDNA) se llevó a cabo utilizando el kit (Roche 11483188001). Para 

la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), se utilizó MasterMix (Promega M7122) 

y agarosa (Promega 0000551526).  

 

1.10. Métodos 
 

 
1.10.1.  Diseño experimental  

 

 
Las células de adenocarcinoma pulmonar al alcanzar un 80 % de confluencia, se 

sembraron a una densidad de (5x10⁴ células en 500 µL) en cada pozo de una placa 

p24, utilizando medio DMEM completo (suplementado con 10 % de suero fetal bovino 

con 2 % de antibióticos). Las células se incubaron durante 24 horas a una 

temperatura de 37 °C con CO2 al 5 %. Tras el periodo de incubación, cada pozo fue 

lavado con 500 µL de (PBS). Posteriormente las células se dividieron en 6 grupos 

con 4 réplicas para cada uno con un volumen final del 500 µL. Al grupo control se le 

administró únicamente medio DMEM completo (con 10 % de suero fetal bovino con 

antibióticos). Al segundo grupo, se le añadieron a cada pozo los fármacos forskolina 
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(FSK) y 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) a una concentración de 0.5 mM de cada una. 

El tercer grupo fue suplementado con cafeína en el medio DMEM a una 

concentración de 100 µM. El siguiente grupo se le añadió medio DMEM con una 

concentración de teobromina de 100 µM. Al quinto grupo igualmente a cada pozo se 

le administró DMEM con una concentración 100 µM de zeocina. 

 

1.10.2. Transdiferenciación neuroendócrina  
 
 

Para evaluar la presencia del fenotipo neuroendócrino, las células A549 se 

analizaron con un microscopio invertido (AXIOVERTM, Zeiss). Se tomaron 

micrografías de las células a las 0, 72 y 120 horas, una vez iniciados los 

tratamientos. Las proyecciones de tipo neurita se cuantificaron con el software 

Fiji de (ImageJ versión 1.54), utilizando el plugin NeuronJ, rastreando y trazando 

todas las neuritas presentes. 

 

1.10.3. Viabilidad celular (Ensayos MTT) 
 
 

La viabilidad celular se evaluó a las 72 y 120 horas. Cada grupo fue lavado con 

500 µL de PBS y posteriormente se añadió medio basal DMEM suplementado 

con 10 µL bromuro de 3,4,5- dimetiltiazol-2-ilo-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Las 

placas se incubaron a 37 °C durante 4 horas. Luego, el medio de cultivo (DMEM 

+ MTT) fue retirado y se agregó una solución solubilizadora, incubando durante 

5 minutos. Finalmente, la absorbancia se leyó a 570 nm en un lector de placas. 

 

1.10.4. Marcadores neuroendócrinos (RT-PCR). 

 

La expresión de los marcadores neuroendócrinos CgA y SYP, ASCL1, fue 

analizada mediante RT-PCR en punto final. Para ello, las células A549 se 

sembraron a una densidad de 3x10⁵ por pozo en una placa P6. Tras 120 horas 

de tratamiento, se extrajo ARN total de A549 y A549 NED utilizando trizol. La 
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síntesis de ADNc se realizó con el kit RevertAid First Stand cDNA Synthesis 

(Roche 11483188001), combinando hexámeros aleatorios y oligo(dT)18 como 

cebadores. Tras determinar la concentración y la calidad del ácido nucleico, los 

genes CgA, SYP y ASCL1 se amplificaron mediante PCR en punto final utilizando 

cebadores específicos para cada gen, ver cuadro 1. La PCR se llevó a cabo con 

el reactivo GoTaq Green Master Mix (Promega M7122), siguiendo el protocolo 

del fabricante. Esta consistió en una etapa inicial de desnaturalización de 5 min 

a 95°C, seguida de 35 repeticiones del siguiente ciclo: desnaturalización a 95°C 

durante 30s, hibridación a 55°C durante 30s y extensión a 72°C durante 60s. Los 

productos de reacción fueron separados en un gel de agarosa al 2 %, el cual se 

semicuantificó en el programa GraphPad Prism versión 8.0.1. 

 

1.10.5. Análisis estadístico 
 
 

Se realizaron 3 experimentos independientes por triplicado, graficando las 

medias de los experimentos ± error estándar (SE). Para analizar los datos 

grupales se aplicó un análisis de varianza (ANOVA) de una vía seguido de una 

prueba de comparación múltiple de Dunnett como prueba post hoc. Un valor p< 

0.05 indica una diferencia estadísticamente significativa. Todo esto se llevó a 

cabo mediante el programa GraphPad Prism versión 8.0.1.  

 

1.10.6. Disposición de residuos 
 
 

El modelo de estudio es una línea celular previamente adquirida de un banco de 

células ATCC, y la disposición de residuos de este experimento se llevó a cabo 

según los lineamientos de la facultad y de nuestra H. Universidad Autónoma de 

Querétaro. Todo el material que estuvo en contacto con las células fue sometido 

a un proceso de inactivación por al menos 15 minutos con una solución de cloro 

al 10 % antes de ser desechado, con el fin de prevenir cualquier riesgo de 

contaminación. Los residuos biológicos y el material de desecho, se colocaron en 
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una bolsa roja destinado para Residuos Peligrosos Biológico-Infecciosos (RPBI). 

Posteriormente estas bolsas fueron almacenadas temporalmente para su 

recolección y transporte por la empresa ECOLSERVI Industrial, quienes se 

encargarán del tratamiento para su correcta disposición final. En base a lo 

establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, 

Protección ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos biológico-

infecciosos - Clasificación y especificaciones de manejo 

 

 

Cuadro 1. Cebadores que se utilizaron para amplificar los marcadores 
neuroendócrinos 
 

Genes Secuencia Tm (°C) 
Produc

tos 
(bp) 

Referenci
as 

CgA 

Fwd:5′-AACCGCAGACCAGAGGACCA-
3′ 

63.30 
102 

(Fosado y 
col., 

2023) 

Rev: 5′-GTTCCAGCCCGCCGTAGT-3 63.95 

SYP 

Fwd: 5′-AGACAGGGAACACATGCAAG-
3′ 

58.10 
123 

Rev: 5′-
TCTCCTTAAACACGAACACAG-3′ 

58.28 

ASCL1 

Fwd: 5′-CAAGCAAGTCAAGCGACAGC-
3′ 

60.39 

156 

(Herramie
nta de 

diseño de 
primers, 

s/f) 

Rev: 5′-TTGACCAACTTGACGCGGTT-
3′ 

60.75 

β 
Actina 

Fwd: 5’-
CCATCATGAAGTGTGACGTTG-3’ 

58-64 197 
(Fosado y 

col., 
2023) 

Rev: 5’-
ACAGAGTACTTGCGCTCAGGA-3’ 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 

1.11. Transdiferenciación neuroendócrina (cambios morfológicos) 
 

 
Figura 2. Efecto de compuestos con núcleo xantina (IBMX/FSK, cafeína, teobromina) 
en la morfología de células A549. Las células A549 con 10 % de suero fetal bovino o 
deprivadas (S/SFB), fueron tratadas durante 120 h con diferentes compuestos: IBMX 
+ FSK [0.5 mM, control positivo], cafeína [100 μM], teobromina [100 μM] y zeocina 
[100 μM, control de estrés celular], posteriormente se tomaron las micrografías con 
el microscopio 200M Carl Zeiss, a 10X. 
 
 
En la figura 2 se observa el efecto de compuestos con núcleo xantina (IBMX/FSK, 

cafeína, teobromina) en la morfología de células A549 a las 120 h de tratamiento. El 

grupo de control positivo de transdiferenciación tratado con 0.5 mM de IBMX y FSK 

con 10 % de suero fetal bovino y deprivados de SFB, presentan la disminución de la 

densidad celular y un cambio en su morfología epitelial, puesto que, presentan 

redondeamiento del cuerpo celular y proyecciones de tipo neurita después del 

tratamiento, comparados con el grupo control. Mientras que, nuestros tratamientos 

experimentales con cafeína [100μM] y teobromina [100μM] presentan cambios 

morfológicos en el grupo deprivado (sin SFB), de manera localizada, es decir, solo 

un grupo de células en comparación con el grupo control. 

 

El grupo control de estrés celular, tratado con zeocina [100 μM], no presentó cambios 

en la morfología; sin embargo, si disminuyó la densidad celular principalmente en el 
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grupo con 10 % de SFB. Esto debido a que la zeocina es un antibiótico glucopéptido 

que genera roturas en el ADN y estrés celular y no está relacionado con las vías que 

inducen transdiferenciación neuroendócrina, ya que se ha propuesto que su principal 

mecanismo de acción es mediante la activación de las caspasas mitocondriales que 

conlleva a la apoptosis(Hwang y col., 2005;Trastoy y col., 2005).  

A lo largo del tiempo, se han estudiado diversos mecanismos para inducir un fenotipo 

neuroendócrino en células epiteliales. En 2017 Yadav S, propone que, la vía PI3K 

está involucrada en diferenciación neuroendócrina en células de próstata (Yadav y 

col., 2017). En 2018 Zhang y col. Demuestran que la proteína de unión al elemento 

de respuesta cAMP (CREB), promueve los fenotipos neuroendócrinos (Zhang y col., 

2018). Adame García en 2019 estudia el incremento de cAMP a través de diversos 

agentes para inducir el fenotipo neuroendócrino (Adame-García y col., 2019). 

Basados en esta información se propuso el aumento de cAMP como el modelo para 

inducir la trandiferenciación neuroendócrina en células A549, como nuestro control 

positivo, usando 10 % de suero fetal bovino y deprivado de este; en combinación con 

IBMX+FSK (0.5mM). Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis concuerdan 

con lo reportado por Mendieta y colaboradores en 2021 donde al utilizar IBMX, que 

actúa como un inhibidor de las fosfodiesterasa y fosrkolina que incrementa la 

activación de adenilato ciclasa,  promueven en conjunto la síntesis de cAMP y se 

inducen los cambios morfológicos que caracterizan al fenotipo neuroendócrino a las 

120h de tratamiento, ya que se observa la formación de proyecciones de tipo neurita 

y la disminución de células con morfología epitelial/poligonal en las células A549 

(Mendieta y col., 2021). 

El tratamiento con los grupos experimentales cafeína [100 μM] y teobromina [100 

μM] no promovió cambios morfológicos en la población celular cuando el medio 

contenía 10 % de SFB. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Eguchi y 

col., quienes demostraron que tanto la cafeína como la teobromina, a una 

concentración de 100 μM, no inducen cambios morfológicos ni alteraciones en la 

expresión de claudinas. No obstante, dichos autores observaron modificaciones en 

la expresión de claudinas a una concentración de 200 μM, destacando que estas 

proteínas actúan como biomarcadores y moduladores en la diferenciación de células 
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tumorales epiteliales hacia un fenotipo más agresivo. En este contexto, se sugiere 

que los resultados obtenidos podrían estar asociados con la promoción de la 

transición epitelial-mesenquimal, un proceso mediado por los receptores de 

adenosina A2B, los cuales se encuentran sobreexpresados en las células A549. 

Adicionalmente, la cafeína actúa como antagonista de la adenosina al unirse a 

receptores como A2B con mayor afinidad que la teobromina (Ki ≈ 10 μM vs. Ki > 100 

μM, respectivamente), lo que sugiere que la señalización inducida por la cafeína 

podría involucrar rutas alternativas (Eguchi y col., 2022a) 

 

 

Figura 3. Efecto de compuestos con núcleo xantina (IBMX/FSK, cafeína, teobromina) 
en el número de células A549 con proyecciones de tipo neurita. A) Las células A549 
con 10 % de suero fetal bovino o B) deprivadas (S/SFB), fueron tratadas durante 120 
h con diferentes compuestos: IBMX + FSK [0.5 mM, control positivo], cafeína [100 
μM], teobromina [100μM] y zeocina [100 μM, control de estrés celular], 
posteriormente se tomaron las micrografías con el microscopio 200M Carl Zeiss, a 
10X, seguido de la cuantificación de células con proyecciones de tipo neurita. análisis 
estadístico utilizado.  
 
Para observar claramente los cambios inducidos por los tratamientos, se cuantificó 

el número de células con proyecciones de tipo neurita por campo. Los resultados 

registrados en la figura 3, muestran la presencia de células con proyecciones de tipo 

neurita, en ambas condiciones (10 % SFB y deprivado) del grupo control positivo 

(IBMX+FSK) comparado con el control sin tratamiento. Por su parte, el control de 

estrés celular tratado con zeocina, no muestra el aumento de células con 
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proyecciones en comparación con las A549 sin tratamiento. Por otro lado, en los 

tratamientos experimentales con cafeína [100 μM] y teobromina [100 μM] 

observamos que existe presencia de células con proyecciones de tipo neurita cuando 

se deprivan de SFB sin embargo, el análisis estadístico no aportó evidencia suficiente 

para detecta diferencias respecto al control. Se ha reportado en la literatura que, para 

comprender el comportamiento de una célula neuroendócrina cancerosa se deben 

considerar términos como axonogénesis y neurogénesis que son estudiados en 

conjunto dentro de la neurobiología del cáncer. Estos consisten en el desarrollo de 

células neuronales, que presentan proyecciones de tipo neurita que sirven para 

establecer una red de comunicación dentro del microambiente tumoral (Kaarijärvi y 

col., 2021). Por tanto, identificar el efecto de estos compuestos usados en la dieta 

resulta relevante para identificar en qué condiciones se promueve la axonogénesis y 

neurogénesis en las células de cáncer de pulmón. 

 

Figura 4. Efecto de compuestos con núcleo xantina (IBMX/FSK, cafeína, teobromina) 
en el número de proyecciones por célula A549. Las células A549 con A) 10 % de 
suero fetal bovino o B) deprivadas, fueron tratadas durante 120 h con diferentes 
compuestos: IBMX + FSK [0.5 mM, control positivo], cafeína [100 μM], teobromina 
[100 μM] y zeocina [100 μM, control de estrés celular], posteriormente se tomaron las 
micrografías con el microscopio 200M Carl Zeiss, a 10X, seguido de la cuantificación 
el número de proyecciones de tipo neurita por célula A549.  
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Adicionalmente, se cuantificó el número de proyecciones por célula para distinguir el 

los cambios morfológicos inducidos por los tratamientos. Como se observa en la 

figura 4, en ambas condiciones de SFB (10 % y deprivado) del grupo control positivo 

(IBMX+FSK) hay un aumento significativo del número de proyecciones de tipo neurita 

por célula con respecto al grupo control (A549 sin tratamiento). Para el grupo de 

control de estrés celular tratado con Zeocina, no se muestra un aumento del número 

de proyecciones por célula en comparación con las A549 sin tratamiento. Además, 

podemos apreciar que, con 10 % de suero fetal bovino, nuestros grupos 

experimentales con cafeína [100 μM] y teobromina [100 μM] no muestran el aumento 

de estas proyecciones por célula. Por otra parte, en el grupo deprivado de suero, se 

observa el aumento de proyecciones por célula con respecto al control. Esta 

tendencia no tiene significancia estadística, sin embargo, esto responde a que dichos 

cambios solo se encuentran de manera localizada, es decir, solo en un grupo de 

células en comparación con el grupo control de manera similar a lo que se reportó 

en los cambios morfológicos (figura 2). El aumento en el número de neuritas por 

célula se relaciona con un cambio en la morfología de las células de adenocarcinoma 

pulmonar, sugiriendo su desarrollo hacia un tumor característico de un fenotipo 

neuroendócrino con el suplemento de cafeína y teobromina, sólo en condiciones de 

deprivación de SFB. Los antecedentes reportados previamente en estudios 

preclínicos, demostraron que la presencia de dichas proyecciones, promueve la 

angiogénesis dando como resultado la modulación procesos inmunitarios que 

favorecen la proliferación y metástasis en el cáncer de pulmón (Nguyen y col., 2023). 
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Figura 5. Efecto de compuestos con núcleo xantina (IBMX/FSK, cafeína, teobromina) 
en el tamaño proyecciones de tipo neurita en células A549. Las células A549 con 
A)10 % de suero fetal bovino o B) deprivadas, fueron tratadas durante 120 h con 
diferentes compuestos: IBMX + FSK [0.5 mM, control positivo], cafeína [100 μM], 
teobromina [100 μM] y zeocina [100 μM, control de estrés celular], posteriormente se 
tomaron las micrografías con el microscopio 200M Carl Zeiss, a 10X, seguido de la 
cuantificación del tamaño de las proyecciones de tipo neurita en células A549. 
estadístico  
 
 
Continuando con el análisis morfológico de la línea celular A549, se cuantificó el 

tamaño de proyecciones de tipo neurita. Como se observa en la figura 5, 

encontramos que, existieron diferencias significativas en ambas condiciones de SFB 

(10 % y deprivado) del grupo control positivo (IBMX+FSK), que mostró un aumento 

de tamaño con respecto al grupo control (A549 sin tratamiento). En el control de 

estrés celular tratado con Zeocina, se muestra un tamaño de las proyecciones de 

tipo neurita, similar al grupo control de células A549 sin tratamiento. Similar a lo que 

ocurre en los grupos experimentales con cafeína [100 μM] y teobromina [100 μM] con 

10 % de suero fetal bovino. Sin embargo, en el grupo deprivado de suero, se observa 

el aumento del tamaño de las proyecciones de tipo neurita en las células tratadas 

con cafeína y teobromina; siendo significativo únicamente para teobromina. Esto 

sugiere que el suero fetal bovino a una gran concentración reduce el efecto de las 

metil xantinas en el ensayo. 
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1.12. Transdiferenciación neuroendócrina (viabilidad) 

 

 
Figura 6. Efecto de compuestos con núcleo xantina (IBMX/FSK, cafeína, teobromina) 
sobre la viabilidad celular. Las células A549 con A)10 % de suero fetal bovino o B) 
deprivadas, fueron tratadas durante 120 h con diferentes compuestos: IBMX + FSK 
[0.5 mM, control positivo], cafeína [100 μM], teobromina [100 μM] y zeocina [100 μM, 
control de estrés celular], posteriormente se evaluó la viabilidad con MTT. 
 

Otra característica de la diferenciación neuroendócrina es la disminución de la tasa 

de proliferación, para ello se cuantificó la viabilidad celular de las células A549. La 

viabilidad celular se llevó a cabo mediante la técnica MTT, la cual consiste en una 

reacción de reducción por enzimas mitocondriales provenientes de células 

metabólicamente activas. En ambas condiciones de SFB (10 % y deprivado) del 

grupo control positivo (IBMX+FSK), se promueve la disminución significativa de la 

viabilidad celular en relación al grupo control (sin tratamiento). Estos resultados 

coinciden con lo señalado por Mendieta y colaboradores en 2018 que afirman que la 

mezcla de IBMX y FSK disminuyen la viabilidad celular. No obstante, nuestros grupos 

experimentales con cafeína y teobromina no presentan dicha disminución, esto nos 

indica que bajo una concentración de 100 μM, cafeína y teobromina no presentan 

citotoxicidad, ni disminución de la proliferación a las 120 horas de tratamiento. 

Retomando lo reportado por Eguchi y colaboradores, cafeína y teobromina no 
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influyen en la viabilidad celular; así mismo, en 2014 Tiwari reporta que a 

concentraciones menores o iguales a 100 μM, compuestos como la cafeína no 

demostraron una disminución significativa de la viabilidad celular (Mendieta y col., 

2018;Eguchi y col., 2022b). El control de estrés celular (zeocina) mostró una 

disminución significativa en nuestro modelo 10 % mientras que no presenta cambios 

cuando se elimina el suero por completo a las células A549, esto sugiere que, en 

condiciones de deprivación de nutrientes, la citotoxicidad puede estar modulada por 

otra vía diferente que no se traduzca a muerte celular (Tiwari y col., 2014).  

 

1.13. Transdiferenciación neuroendócrina (expresión de marcadores 

neuroendócrinos) 

 
Figura 7. Efecto de compuestos con núcleo xantina (IBMX/FSK, cafeína, teobromina) 
sobre la expresión de los marcadores neuroendócrinos A) CgA o B) SYP por RT-
PCR en punto final. Las células A549 con 10 % de suero fetal bovino, fueron tratadas 
durante 120 h con diferentes compuestos: IBMX + FSK [0.5 mM, control positivo], 
cafeína [100 μM], teobromina [100μM] y zeocina [100 μM, control de estrés celular], 
posteriormente se extrajo el mRNA, se sintetizó cDNA y se realizó una PCR en punto 
final, seguida de electroforesis para semicuantificar la expresión de CgA, SYP y B 
Actina.  
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Una de las formas para corroborar la presencia de un fenotipo neuroendócrino es 

mediante la presencia de marcadores neuroendocrinos como lo son CgA y SYP. 

Estos marcadores son fundamentales para determinar un estadio más agresivo de 

la enfermedad (Savu y col., 2021). Los resultados obtenidos cuando se suplementa 

con 10 % de suero fetal bovino reflejan la expresión de los marcadores CgA y SYP 

en todos los grupos (control, IBMX/FSK, cafeína, teobromina y zeocina. Sin embargo, 

se observa de manera descriptiva un incremento de ambos únicamente en nuestro 

control positivo (IBMX+FSK), sin significancia estadística. Esto no concuerda con 

Mendieta y colaboradores ya que al evaluar el efecto de los fármacos en combinación 

(IBMX+ FSK), los resultados arrojan una expresión con significancia, del marcador 

neuroendócrino CgA a las 120 horas de tratamiento, esta diferencia podría estar 

relacionada con la suplementación de 10 % de SFB, que podría impedir la 

susceptibilidad hacia la transdiferenciación neuroendócrina (Mendieta y col., 2021). 

 

Figura 8. Efecto de compuestos con núcleo xantina (IBMX/FSK, cafeína, teobromina) 
sobre la expresión de los marcadores neuroendócrinos A) CgA o B) SYP por RT-
PCR en punto final. Las células A549 deprivadas de suero fetal bovino, fueron 
tratadas durante 120 h con diferentes compuestos: IBMX + FSK [0.5 mM, control 
positivo], cafeína [100 μM], teobromina [100 μM] y zeocina [100 μM, control de estrés 
celular], posteriormente se extrajo el mRNA, se sintetizó cDNA y se realizó una PCR 
en punto final, seguida de electroforesis para semicuantificar la expresión de CgA, 
SYP y B Actina.  
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Las células A549 privadas de suero fetal bovino, mostró de igual forma, la presencia 

de ambos marcadores neuroendócrinos en todos los grupos. Se observa un aumento 

descriptivo de SYP únicamente en nuestro control positivo (IBMX+FSK) sin 

significancia estadística. Los resultados no empatan con lo reportado en la literatura 

Fosado y col., 2021, ya que con los fármacos IBMX+FSK a 0.5 mM, no expresan de 

manera significativa en comparación con el grupo control, los marcadores asociados 

al fenotipo neuroendócrino ya que se propone que diversos factores como el tiempo 

de tratamiento, la cantidad de mRNA obtenido, así como alguna ruta de señalización 

alternativa, por ejemplo en 2019, Mendieta y col. señalan que el cAMP puede activar 

proteínas llamadas EPAC1/EPAC2 que son independientes de PKA, por lo que si la 

señal se distribuye entre estas dos vías, la señal no activa eficientemente a CREB y 

por tanto no se transcribe SYP/CgA de manera significativa, sino que se canaliza 

hacia otras rutas como MAPK sin una traducción consistente en marcadores 

neuroendócrinos. Adicionalmente, se sugieren más experimentos para sustentar la 

activación de CREB, ya que otras referencias mencionan que la transdiferenciación 

neuroendócrina podría estar relacionada con otras rutas como JAK/STAT. Por otro 

lado, el mecanismo principalmente propuesto señala que, al someter a las células 

A549 bajo tratamientos con fármacos que aumentan el cAMP intracelular, se produce 

la fosforilación de CREB, estimulando factores de transcripción como ASCL1 que 

regula la expresión positiva de SYP y CgA, respectivamente. Otras metilxantinas 

como la cafeína y teobromina pueden inhibir a las fosfodiesterasas lo que provoca 

un aumento de cAMP, sin embargo, Kalhan en 2012 demuestra que los tumores 

neuroendocrinos secretan adenosina, lo que también puede provocar un aumento de 

cAMP estimulando la producción de CgA y nos sugieren que el aumento de CgA en 

otros modelos podría estar favorecido por vías indirectas (Mendieta y col., 

2018b;Kalhan y col., 2012).  
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Figura 9. Efecto de compuestos con núcleo xantina (IBMX/FSK, cafeína, teobromina) 
sobre la expresión del factor de transcripción (ASCL1) por RT-PCR en punto final. 
Las células A549 con 10 % de suero fetal bovino y deprivadas (S/SFB), fueron 
tratadas durante 120 h con diferentes compuestos: IBMX + FSK [0.5 mM, control 
positivo], cafeína [100 μM], teobromina [100 μM] y zeocina [100 μM, control de estrés 
celular], posteriormente se extrajo el mRNA, se sintetizó cDNA y se realizó una PCR 
en punto final, seguida de electroforesis para semicuantificar la expresión de ASCL1 
y B Actina. 
 
 
Se ha estudiado en otros modelos de cáncer de pulmón neuroendócrino que, la 

expresión de ASCL1 está relacionada con la vía PKA/CREB inducida por el aumento 

de cAMP (Tabrizian y col., 2023). Este factor de transcripción regula la expresión de 

CgA y SYP y participa en el desarrollo de un fenotipo neuroendócrino. Los resultados 

obtenidos en condiciones de ausencia y presencia de SFB al 10 % muestran la 

expresión del factor de transcripción ASCL1 en todos los grupos (control, IBMX/FSK, 

cafeína, teobromina y zeocina). De manera descriptiva, se identificó un cambio en el 

patrón de expresión de ASCL1 en el grupo tratado con teobromina sin SFB; sin 

embargo, el análisis estadístico no evidenció diferencias significativas. Aunque este 

hallazgo coincide con el aumento significativo en el tamaño de neuritas observado 

únicamente en esta condición, no es posible establecer una relación directa bajo el 

diseño experimental empleado. En presencia o ausencia de SFB, la expresión de 

ASCL1 se mantuvo sin cambios estadísticamente significativos entre los grupos 
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experimentales. Esto sugiere que probablemente los cambios morfológicos 

observados en el control positivo estén relacionados con otros genes maestros o 

factores de transcripción. O podría sugerirse que los demás grupos experimentales 

presentan un desarrollo parcial; ya que, aunque los marcadores neuroendócrinos 

están presentes sin sobreexpresión, morfológicamente no desarrollan las 

características típicas del modelo neuroendócrino.  

 

 

CONCLUSIONES  
 
 

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo proporcionan evidencia que 

sugiere que los efectos de la cafeína y la teobromina dependen de la concentración 

y de las condiciones experimentales evaluadas. Bajo las condiciones analizadas, 

ninguno de estos compuestos indujo un fenotipo neuroendócrino a una concentración 

de 100μM, tanto en ausencia como en presencia de SFB al 10 %. En este sentido, 

se propone la evaluación de concentraciones adicionales y su combinación con otros 

fármacos elevadores de cAMP, con el fin de profundizar en la caracterización de sus 

posibles efectos biológicos. 

 

En condiciones de deprivación de SFB, se observó la presencia de marcadores 

asociados al fenotipo neuroendócrino; sin embargo, el análisis estadístico no 

evidenció diferencias significativas entre los grupos experimentales, por lo que estos 

hallazgos se interpretan como observaciones descriptivas que requieren validación 

adicional. 

 

Por otro lado, se confirmó la inducción del fenotipo neuroendócrino en las células 

tratadas con IBMX/FSK, tanto en presencia como en ausencia de SFB al 10 %, a las 

120 h de tratamiento, consistente con su papel como control positivo en la activación 

de vías dependientes de cAMP. 
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