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Resumen

Antecedentes: El osteosarcoma (OS) es una neoplasia ósea maligna con alta recurrencia. Actualmente, la delimitación de 
los bordes libres de tumor se realiza mediante estudio histopatológico. La expresión de genes relacionados con la proliferación, 
la angiogénesis, la metástasis y el estrés neuroquímico podría constituir un marcador temprano de transformación en tejido 
considerado «libre de tumor». Objetivo: Comparar la expresión génica de los receptores β-adrenérgicos 1 y 2 (ADRB1 y 
ADRB2), del receptor dopaminérgico D2 (DR2), del receptor del factor de crecimiento de endotelio vascular 2 (VEGFR2), de 
Ki-67, de fibronectina (Fn) y de las metaloproteinasas 2, 9 y 14 (MMP-2, MMP-9 y MMP-14) en tejido de OS, tejido adyacente 
y hueso no oncológico (control). Material y métodos: Se incluyeron 10 muestras por grupo (OS, adyacente y control) de 
pacientes atendidos en el Instituto Nacional de Rehabilitación Luis Guillermo Ibarra Ibarra. Cada muestra se procesó para 
cultivo primario y análisis de expresión génica mediante reacción en cadena de la polimerasa. Resultados: El tejido y el 
cultivo primario del OS mostraron una menor expresión de DR2 y una mayor expresión de ADRB1, ADRB2, Ki-67, VEGFR2, 
MMP-2, MMP-9 y MMP-14, en comparación con el tejido adyacente y el control (p < 0.05). El tejido adyacente presentó una 
expresión aumentada de Ki-67 y reducida de DR2 y Fn en comparación con el control (p < 0.05). En el cultivo primario, la 
expresión de MMP-9 y MMP-14 fue mayor en el tejido adyacente respecto al control (p < 0.05). Conclusiones: La expresión 
génica de DR2, Fn, Ki-67, MMP-9 y MMP-14 podría constituir un indicador temprano de transformación tumoral en el tejido 
adyacente al OS, representando un hallazgo complementario al estudio histopatológico para la delimitación precisa del borde 
libre de tumor.

Palabras clave: Osteosarcoma. Expresión génica. Receptor adrenérgico beta-1. Receptor adrenérgico beta-2. Receptor 
de dopamina D2. Marcadores protumorales. Borde libre de tumor.

Gene expression of neurochemical stress and protumor markers in osteosarcoma, 
adjacent tissue, and healthy bone

Abstract

Background: Osteosarcoma (OS) is a malignant bone neoplasm with a high recurrence rate. Currently, tumor-free margins 
are determined through histopathological analysis. The expression of genes related to proliferation, angiogenesis, metastasis, 
and neurochemical stress may represent early markers of transformation in tissue considered “tumor-free”. Objective: To 
compare the gene expression of β-adrenergic receptors 1 and 2 (ADRB1 and ADRB2), dopamine receptor D2 (DR2), vascular 
endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2), Ki-67, fibronectin (Fn), and matrix metalloproteinases 2, 9, and 14  
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Introducción

El osteosarcoma (OS) es una neoplasia ósea maligna 
de etiología multifactorial. En México y en otros países 
se ha demostrado que es más frecuente en los varones, 
con picos de incidencia en los adultos jóvenes y los 
adultos mayores1-4. El tratamiento principal consiste en 
la resección quirúrgica de la zona afectada, delimitada 
mediante el estudio histopatológico de los bordes libres 
de tumor5. Sin embargo, la recurrencia representa una 
causa importante de mortalidad, con una frecuencia del 
30-40% en todo el mundo6,7.

Diversos estudios han demostrado que la mayoría 
de los pacientes con OS experimentan ansiedad y 
estrés crónico, condiciones que activan respuestas neu-
roquímicas relacionadas con la señalización adrenér-
gica8-11. Los receptores beta adrenérgicos (ADRB1 y 
ADRB2) al unirse a la noradrenalina y adrenalina, se 
han vinculado con mecanismos protumorales en diver-
sas neoplasias12-15, mientras que el receptor dopaminér-
gico D2 (DR2) al unirse a la dopamina ha mostrado 
función antiangiogénica16. En el cáncer de mama, el 
uso de betabloqueadores no selectivos se ha aso-
ciado con menor proliferación y metástasis en el 
momento del diagnóstico15,17. En el hueso sano, estos 
receptores se expresan en osteoblastos y osteoclas-
tos, donde regulan la homeostasis ósea17,18.

El OS se caracteriza por un incremento en la proli-
feración celular, la invasión tisular y la angiogénesis. 
La proliferación se asocia con la expresión de Ki-6719, 
la angiogénesis con el receptor del factor de creci-
miento de endotelio vascular 2 (VEGFR2)16,20,21 y la 
fibronectina (Fn) se considera una molécula proangio-
génica y prometastásica22. La capacidad metastásica 
del OS está relacionada con la degradación de la 
matriz extracelular mediada por las metaloproteinasas 

MMP-2, MMP-9 y MMP-1423-25. En particular, MMP-2 
y MMP-9 participan en la destrucción focalizada de 
la membrana basal, mientras que MMP-14 se localiza 
en los invadopodios mediante procesos de reciclaje 
endocítico y exocitosis que involucran proteínas como 
Rab8, Sec8, cortactina, VAMP7 y Tks426.

En un estudio previo27 demostramos diferencias en 
la expresión génica de los receptores asociados al 
estrés neuroquímico y de Ki-67 entre tejidos humanos 
de OS, tejido adyacente y hueso no oncológico. Por 
ello, decidimos ampliar la investigación evaluando 
estos marcadores no solo en tejidos, sino también en 
cultivos primarios, además de incorporar otros mar-
cadores protumorales implicados en la fisiopatología 
del OS.

La identificación de estos marcadores representa un 
complemento potencial al estudio histopatológico con-
vencional, al permitir una delimitación más precisa de 
los márgenes tumorales y reducir el riesgo de recu-
rrencia. Por ello, el objetivo de este estudio fue com-
parar la expresión génica de ADRB1, ADRB2, DR2, 
Ki-67, VEGFR2, Fn, MMP-2, MMP-9 y MMP-14 en OS, 
tejido adyacente y hueso no oncológico. Asimismo, la 
implementación del cultivo primario constituye una 
herramienta fundamental para estudios futuros orien-
tados al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas 
personalizadas y al análisis de los mecanismos mole-
culares implicados en la progresión del OS.

Material y métodos

Características de las muestras 
biológicas

Se obtuvieron 30 tejidos en fresco agrupados en 
OS (n = 10), adyacente (n = 10) y hueso no oncológico 
(n = 10) de pacientes adultos jóvenes atendidos en el 

(MMP-2, MMP-9 and MMP-14) in OS tissue, adjacent tissue, and non oncological bone (control). Materials and methods: Ten 
samples per group (OS, adjacent, and control) were obtained from patients treated at the Luis Guillermo Ibarra Ibarra National 
Institute of Rehabilitation. Each sample was processed for primary culture and gene expression analysis via polymerase chain 
reaction. Results: OS tissues and primary cultures presented lower expression of DR2 and higher expression of ADRB1, 
ADRB2, Ki-67, VEGFR2, MMP-2, MMP-9, and MMP-14 than adjacent and control tissues did (p < 0.05). Compared with con-
trol tissues, adjacent tissues presented greater expression of Ki-67 and lower expression of DR2 and Fn compared with 
control (p < 0.05). In primary cultures, MMP-9 and MMP-14 expression was greater in adjacent tissues than in control  
(p < 0.05). Conclusions: The gene expression of DR2, Fn, Ki-67, MMP-9, and MMP-14 may serve as early indicators of tumor 
transformation in tissues adjacent to OS, representing a complementary finding to histopathological evaluation for the accurate 
definition of tumor-free margins.

Keywords: Osteosarcoma. Gene expression. Beta-1 adrenergic receptor. Beta-2 adrenergic receptor. Dopamine D2 re-
ceptor. Protumoral markers. Tumor-free margins.
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Instituto Nacional de Rehabilitación Luis Guillermo 
Ibarra Ibarra (LGII), de ambos sexos, con diagnóstico 
histopatológico de OS de tipo osteoblástico, en esta-
dio IIB, tratados con un ciclo de cisplatino previo a la 
resección. Todos los tejidos se recolectaron en el 
servicio de patología bajo la supervisión de la espe-
cialista en tumores óseos. El hueso no oncológico 
(control) se obtuvo de fracturas conminutas, siguiendo 
el mismo criterio de edad, sexo y zona anatómicas 
características del OS (fémur distal y tibia proximal), 
tomando remanente óseo no requerido en la recons-
trucción de las fracturas. Para los procedimientos se 
recolectaron 3 cm2 de tejido tanto cortical como 
fibroso en una relación 1:3 aproximadamente. Para 
la extracción de ARN se consideraron muestras de 
50 mg para 1 ml de TRIzol® en todos los casos. Para 
los cultivos primarios se consideró 1 cm2 con un 
peso aproximado de 200  mg en todos los grupos, 
depositado en tubos cónicos con medio DMEM-F12 
(Gibco Dulbecco’s Modified Eagle Medium) con anti-
biótico al 10%.

Todos los pacientes firmaron el consentimiento 
informado. El protocolo se efectuó cumpliendo las 
recomendaciones establecidas en la NOM-EM- 003-
SSA-1994 y en la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Esta 
investigación fue aprobada por el Comité de 
Investigación del Instituto Nacional de Rehabilitación 
LGII con número 72/16. La identificación de los 
pacientes se realizó a través de folios.

Obtención del cultivo primario

En condiciones de esterilidad se realizaron dos 
lavados con PBS 1X y antibiótico-antimicótico al 10% 
(Gibco), y posteriormente las muestras se fracciona-
ron. En el caso de tejido fibroso, se llevó a cabo una 
digestión enzimática utilizando colagenasa al 0.3% y 
antibiótico-antimicótico al 1% en medio DMEM-F12 
(Gibco), con agitación constante durante 3-5 horas, y 
luego se contabilizaron las células obtenidas. Las 
células se sembraron en frascos de cultivo de 25 cm2, 
a una densidad de 10,000 a 20,000 células/cm2. En 
el caso de hueso cortical, se cultivó como explante 
en la caja Petri (56 × 42 × 30) y a continuación las 
células aisladas y los explantes se mantuvieron en 
medio de cultivo DMEM-F12 (Gibco), con un 10% de 
suero bovino fetal (Gibco) y antibiótico-antimicótico al 
1% (Gibco) a 37 °C con CO2 al 5%. A los cultivos se 
les cambio el medio cada 3 días. Para obtener las 
curvas de proliferación y las pruebas de viabilidad se 
realizaron subcultivos hasta el segundo pase, y las 

células se desprendieron con Versene (Gibco) y 
Accutase (Sigma-Aldrich).

Obtención de la confluencia celular y la 
curva de proliferación

Las células en segundo pase (derivadas de hueso 
cortical y fibroso) de OS, adyacente y control se sem-
braron a una densidad de 3000 células por pozo en 
una placa de 96 pozos con medio DMEM y suero 
bovino fetal al 10%, y se fijaron con glutaraldehído al 
1.1% a los diferentes tiempos de evaluación (24, 48, 
72, 96, 120 y 144 horas). Después, se tiñeron con 
cristal violeta al 1% y se lavaron con agua Milli-Q. 
Posteriormente, se observaron y capturaron las imá-
genes en un microscopio invertido de campo claro 
con un aumento de 10× (Axiovert 20, Carl Zeiss). 
Por último, a todas las muestras secas se les aña-
dieron 100 µl de ácido acético al 1% para extraer el 
colorante y se dejaron 20 minutos en agitación. La 
placa fue leída en un espectrofotómetro Synergy 
HTX multi-mode reader a 570  nm de absorbancia. 
Se realizó una regresión logística para determinar 
el índice de proliferación a los diferentes tiempos de 
cultivo y tejidos.

Expresión génica mediante reacción en 
cadena de la polimerasa con transcripción 
reversa (RT-PCR)

Para la extracción de ARN total de los tejidos se con-
sideraron muestras de 50  mg para 1  ml de TRIzol® 
Reagent (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, EE. UU.) en todos los casos. Para los cultivos pri-
marios se utilizaron aproximadamente 1x10^5 células 
por 1  ml de TRIzol® Reagent siguiendo el protocolo 
recomendado por el fabricante. El RNA aislado se 
cuantificó utilizando el espectrofotómetro Genesys 
serie 10 (Thermo Scientific, EE. UU.), estableciendo 
una relación 260/280 para determinar la pureza de los 
ácidos nucleicos. A  continuación, las muestras de 
ARN se colocaron en un gel de agarosa al 1.5% para 
determinar la integridad mediante electroforesis. Las 
muestras de ARN total se trataron con DNasa I de 
grado de amplificación (Invitrogen™) antes de la trans-
cripción reversa. Todas las muestras se almacenaron 
a –80 °C en dietilpirofosfato. Se utilizó 0.5 μg del ARN 
total para la síntesis de cDNA utilizando Transcriptor 
First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics) 
con 10 minutos a 65 °C, 50 minutos a 35 °C y 5 minu-
tos a 75 °C en 20 μl de volumen de reacción en un 
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termociclador punto final Eppendorf Mastercycler 
(Eppendorf México). El cDNA amplificado se cuanti-
ficó en un espectrofotómetro a 260/280 nm. Las reac-
ciones se llevaron a cabo usando sondas tipo Taqman 
de la Human Probelibrary (Roche Diagnostics). La 
secuencia para cada gen se muestra en la tabla 1. 
Los oligos se diseñaron en la plataforma https://pri-
mers.neoformit.com/. Se preparó la mezcla de reac-
ción de acuerdo con las instrucciones del fabricante 
(Diagnostics, GmbH Mannheim, Alemania) usando 1 
µl de cDNA, 0.5 µl de cada oligo, 4 µl de Taq polime-
rasa, 0.1 µl de sonda para cada reacción y 3.9 µl de 
agua Milli-Q o grado molecular. La amplificación se 
realizó en capilares de borosilicato (Diagnostics, 
GmbH Mannheim, Alemania) con el instrumento 
LightCycler 2.0. Para la amplificación, las muestras 
se sometieron a una desnaturalizaron inicialmente 
durante 10 minutos a 95 °C seguido de 45 ciclos de 
10 segundos a 94 °C, 20 segundos a 60 °C y 5 segun-
dos a 72 °C por 40 ciclos. El ensayo de PCR incluyó 
una curva estándar de cuatro puntos de dilución en 
serie para cada gen, y los niveles de ARNm se cal-
cularon usando el método de parámetro comparativo 
de ciclo umbral (Ct-Cycle threshold) y se normalizo al 
ARNr 18S de control endógeno. Los resultados se 
calcularon como porcentaje del nivel medio encon-
trado en la muestra de control utilizando el método 
ΔΔCT. Para cada muestra se incluyó un control NRT 
(No Reverse Transcriptase), procesado en las mismas 

condiciones, pero sin la enzima transcriptasa reversa. 
Cada gen se normalizó frente al control interno (TBP).

Análisis estadístico

Se determinaron las medias y las desviaciones 
estándar. Se aplicaron las pruebas t de Student, 
ANOVA y HSD de Tukey. El análisis de los datos se 
realizó con el programa GraphPad Prism 5. Se tomó 
como significancia estadística un valor de p < 0.05.

Resultados

Caracterización de la población 
donante de muestra biológicas

Del total de las muestras analizadas, el 50% corres-
pondieron a hombres y el 50% a mujeres, tanto para 
el grupo con OS como para el grupo de donantes de 
hueso no oncológico (control). El promedio de edad 
fue de 25.8 ± 3.4 años para el grupo de OS y de 27.3 
± 8.9 años para el grupo control (p > 0.05).

Confluencia y curva de proliferación 
celular

Los cultivos primarios derivados de los tejidos de 
OS y adyacentes mostraron una mayor velocidad de 
proliferación en comparación con los cultivos del 

Tabla 1. Descripción de los primers usados en la RT‑PCR, diseño basado en la librería de sondas humanas

Gen Secuencia 
examinada

Primer izquierda 5’‑3’ Primer derecha 5’‑3’ Amplicón 
(pb)

Eficiencia 
(%)

DR2 NM_000795.3 GCAGCCAGCAGATGATGA AGACCATGAGCCGTAGGAAG 442 99.30

ADRB1 NM_000684.2 GAGCCACGATGATCGATTTTA GTGGAAGATGGGTGGGTTAG 79 99.00

ADRB2 NM_000024.5 CCCAGGACGATGAGAGACAT TTCTTGCTGGCACCCAATA 65 100.02

Ki67 NM_002417.4 TGCACTGAAGAACACATTTCCT CAAGGAACTGATTCAGGAGAAGA 3255 99.65

MMP2 NM_001127891.2 CTTCAGCACAAACAGGTTGC GAGGTAATCTTAGGTGCTTACCTAGC 659 99.44

MMP9 NM_004994.2 GCCACCCGAGTGTAACCATA GAACCAATCTCACCGACAGG 706 98.76

MMP14 NM_004895.3 AGGGGTCACTGGAATGCTC CTGTCAGGAATGAGGATCTGAA 581 99.78

VEGFR2 NM_001025366.2 TCTCCGCTCTGAGCAAGG TGCCCGCTGCTGTCTAAT 411 99.43

Fn NM_001306129.1 TCCATTACCAAGACACACACAT GGGAGAATAAGCTGTACCATCG 2474 99.56

18S NT_146152.1 GAGAGGGAGCCTGAGAAACG GGGTCGGGAGTGGGTAATTT 187 98.80

TBP NM_003194.5 GAACCACGGCACTGATTTTC GTTCTTCACTCTTGGCTCCTGT 132 98.90

La temperatura fue de 60°C para todos los casos.
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tejido control. A las 72 horas, las células de OS y de 
tejido adyacente alcanzaron una confluencia superior 
al 80%, mientras que las células del grupo control no 
alcanzaron dicho nivel sino hasta después de 120 
horas (Fig. 1A).

De acuerdo con el modelo logístico ajustado, el 
parámetro de dispersión (σ) fue de 14 horas para el 
OS, 15 horas para el grupo adyacente y 27 horas para 
el grupo control, lo que indica que las células del 
tejido control presentan un tiempo de duplicación 
aproximadamente dos veces mayor que las derivadas 
del tejido adyacente y del OS. Estos resultados sugie-
ren que el tejido adyacente presenta un comporta-
miento proliferativo intermedio, con características 
moleculares y cinéticas más próximas al tejido tumo-
ral que al control (Fig. 1B).

En la figura 2 A, B, D y E se observa que la expre-
sión génica de ADRB1 y ADRB2 está incrementada 
tanto en el tejido como el cultivo primario de OS, 
mostrando diferencias significativas (p < 0.05) con las 
muestras control y adyacentes, pero sin diferencias 
entre estas dos últimas (p > 0.05). En la figura 2 C y F 
también se ve un incremento significativo en la expre-
sión de Ki67 en comparación con el control tanto en 
el tejido como en el cultivo primario; sin embargo, en 
el tejido se encontró una diferencia significativa entre 
el OS y el adyacente (p < 0.05), mientras que en el 
cultivo primario la diferencia significativa se encontró 
entre el adyacente y el control (p < 0.05).

En la figura 3 se muestra la expresión génica de 
DR2, VEGFR2 y Fn tanto en tejido (Fig. 3 A-C) como 
en cultivo primario (Fig. 3 D-F). Se puede ver que la 
expresión génica de DR2 en el tejido y en el cultivo 
primario está incrementada en el control, con diferen-
cias significativas con el adyacente y el OS (p < 0.05), 
sin observar diferencia entre estos dos últimos 
(p > 0.05), tanto en tejidos como en células (p > 0.05). 
En la figura 3 B y E se muestra que la expresión 
génica de VEGFR2 está incrementada en el OS tanto 
en el tejido como en el cultivo primario, con diferen-
cias significativas con el adyacente y el control 
(p < 0.05), pero sin mostrar diferencias entre estos 
dos últimos (p > 0.05). Finalmente, en la figura 3C y 
F se determina la expresión génica de la Fn tanto en 
tejido como en cultivo primario, mostrando un incre-
mento significativo (p < 0.05) en tejido y cultivo pri-
mario de OS en comparación con el tejido adyacente, 
y una disminución significativa en el tejido adyacente 
comparado con el tejido control (p < 0.05).

En la figura 4 se muestra la expresión génica de 
MMP, tanto en tejido (Figs.  4 A-C) como en cultivo 
primario (Figs.  4 D-F). Se observó que la expresión 
génica de MMP-2, MMP-9 y MMP-14 está incremen-
tada en el OS, tanto en tejido como en las células del 
cultivo primario, con diferencias significativas (p < 0.05) 
en comparación con el adyacente y el control, deter-
minado solo en los tejidos, mientras que en el cultivo 
primario se encontró una diferencia significativa  

Figura 1. A: determinación de la confluencia celular de los cultivos primarios a partir de tejido de osteosarcoma (OS), adyacente (Ady) y hueso 
no oncológico (control), a las 24, 48, 72, 96, 120 y 144 horas de cultivo. Las células se tiñeron con cristal violeta al 1% y se fotografiaron en 
un microscopio invertido en campo claro a 10× en los diferentes tiempos. B: curva de proliferación de los cultivos primarios a partir de tejido 
de OS, Ady y control a las 24, 48, 72, 96,120 y 144 horas de cultivo. Se extrajo el colorante y se realizó la lectura a una absorbancia de 570.  
Td: tiempo de duplicación.
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(p < 0.05) entre el OS y el control, y en el caso de la 
MMP-9 y MMP-14 se obtuvo una diferencia significa-
tiva (p < 0.05) en la comparación de adyacente con 
control.

Discusión

Nuestros resultados muestran que, en los cultivos 
primarios, las células derivadas de tejido de OS y 

Figura 2. Expresión génica de los receptores ADRB1, ADRB2 y Ki67. A, B y C: en tejido de pacientes con osteosarcoma (OS), adyacente al 
tumor (Ady) y hueso no oncológico (Control). D, E y F: en cultivos primarios de su respectivo tejido.

d

cb

f

a

e

Figura 3. Expresión génica de los receptores DR2, VEGFR2 y de la fibronectina. A, B y C: en tejido de pacientes con osteosarcoma (OS), 
adyacente al tumor (Ady) y hueso no oncológico (Control). D, E y F: en cultivos primarios de su respectivo tejido.

d
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f
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e
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adyacente presentan una mayor capacidad prolifera-
tiva en comparación con las células provenientes del 
tejido control (hueso no oncológico). Este hallazgo se 
evidencia por el menor tiempo de duplicación en los 
grupos OS y adyacente, en contraste con el grupo 
control, lo que sugiere una mayor tasa de crecimiento 
y de replicación celular asociada al fenotipo tumoral28. 
La cinética de proliferación del tejido adyacente mos-
tró un comportamiento que se aproxima al observado 
en el tejido tumoral, lo cual podría indicar la presencia 
de cambios moleculares tempranos en microambien-
tes histológicamente normales, pero expuestos a 
señales tumorales a distancia. Estos resultados con-
cuerdan con reportes previos que describen la exis-
tencia de efectos de campo tumoral (field cancerization), 
donde las células aledañas al núcleo tumoral presentan 
alteraciones en la expresión génica y en la regulación 
del ciclo celular que predisponen a la transformación 
neoplásica29,30. La mayor velocidad de proliferación en 
OS y adyacente podría explicarse por la activación de 
vías de señalización relacionadas con factores de cre-
cimiento, catecolaminas o proteínas de la matriz extra-
celular, que favorecen la progresión tumoral31. En este 
contexto, los resultados del presente estudio respaldan 
la hipótesis de que el tejido adyacente al tumor no es 
completamente normal, sino que podría encontrarse en 
un estado de activación preproliferativa, modulada por 
el microambiente tumoral a distancia.

El Ki67 es uno de los marcadores de proliferación 
más estudiado histopatológicamente en el OS32, pero 
se desconoce su expresión en el tejido adyacente. En 
nuestros resultados observamos que el Ki67 está 
incrementado en el OS en comparación con el tejido 
control; sin embargo, en el cultivo primario, el tejido 
adyacente no tuvo diferencia significativa en compa-
ración con el OS, pero sí con el tejido control, lo que 
sugiere que la proliferación celular en el tejido adya-
cente se asemeja más al OS que al hueso no onco-
lógico, mostrando un indicio temprano de posible 
transformación tumoral33. Las células del tejido adya-
cente tienen una proliferación similar al OS y diferente 
al control, indicando que la expresión de genes y 
proteínas relacionadas con el ciclo celular ya está 
modificada en el tejido declarado libre de tumor por 
estudios de histopatología. Este hallazgo se ha 
demostrado en estudios de transcriptoma de diferen-
tes tumores, evidenciando una mayor similitud del 
adyacente con el tejido tumoral que con el tejido no 
oncológico33.

La población con neoplasias como el OS suele 
experimentar ansiedad y estrés crónico9,10, condicio-
nes que producen un incremento de noradrenalina y 
adrenalina, una disminución de dopamina y cambios 
en la expresión de sus receptores, como ADRB1, 
ADRB2 y DR2, denotando un efecto protumoral11,34,35. 
El ADRB2 se ha relacionado con mayor resistencia a 

Figura 4. Expresión génica de MMP2, MMP9 y MMP14. A, B y C: en tejido de pacientes con osteosarcoma (OS), adyacente al tumor (Ady)  
y hueso no oncológico (Control). D, E y F: en cultivos primarios de su respectivo tejido.
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la quimioterapia, evasión de la apoptosis, angiogéne-
sis, metástasis e inhibición de citocinas antitumorales 
en otros tipos de cáncer35, por lo que el uso de beta-
bloqueadores no selectivos ha demostrado en mode-
los preclínicos menor progresión y menos agresividad 
tumoral36, mientras que el DR2, como receptor de la 
dopamina y de derivados dopaminérgicos, se ha rela-
cionado con una disminución de la angiogénesis16,37. 
Por ello, resulta importante su estudio tanto en el OS 
como en el tejido adyacente, así como en el hueso 
no oncológico. ADRB1 y ADRB2 mostraron un incre-
mento en su expresión en el OS en comparación con 
el tejido adyacente y el control, pero sin mostrar dife-
rencias significativas entre estos dos últimos. Si bien 
ambos receptores, al unirse a noradrenalina y adre-
nalina, se han relacionado con mecanismos protumo-
rales y supresión de la respuesta antitumoral38, no 
muestran cambios en el tejido adyacente. Sin 
embargo, dada la importancia protumoral de los 
ADRB en diferentes tipos de neoplasias, el trata-
miento con betabloqueadores como el propranolol 
podría considerarse una opción adyuvante al manejo 
convencional en el OS36,39. Respecto al DR2, este 
receptor muestra una disminución significativa en el 
OS en comparación con el control, lo cual se ha 
observado en otras neoplasias y se ha demostrado 
que los derivados dopaminérgicos, al unirse al DR2, 
tienen efecto antiangiogénico al promover la endoci-
tosis del VEGFR2 y de esta manera evitar su unión 
con el factor de crecimiento del endotelio vascular, 
además de inactivar a MAPK, fosforilar a FAK y dis-
minuir la disponibilidad del plasminógeno-1, mejo-
rando la fibrinólisis, lo que en consecuencia 
disminuye la angiogénesis16. Considerando nuestras 
observaciones, la determinación de DR2 en tejido 
adyacente puede ser un indicador temprano de 
transformación tumoral. Respecto a la expresión 
génica de VEGFR2, esta fue mayor en el OS en 
comparación con el adyacente y el control. Esto 
puede ser similar a lo reportado en otras neopla-
sias40,41. La Fn también está incrementada en el OS 
y se observó una disminución en el tejido adya-
cente, lo cual probablemente se explique porque la 
Fn participa en diversos procesos tumorales, como 
la proliferación, la angiogénesis y la migración celu-
lar42. Además, las células adyacentes disminuyen su 
expresión debido a la migración de los fibroblastos 
al núcleo tumoral43,44, lo cual también se ha visto 
con respecto a fibroblastos asociados al cáncer que 
secretan fibronectina/integrina para adquirir fuerza 
migratoria45.

La MMP-2, la MMP-9 y la MMP-14 mostraron un 
incremento en su expresión en el OS, con diferencias 
significativas con los tejidos adyacente y control. Se 
ha demostrado que la MMP-2 y la MMP-9 están incre-
mentadas en el OS y esto se ha relacionado con 
metástasis y menor sobrevida25,46. En este tenor, la 
relación MMP-2/MMP-9 se ha vinculado a una menor 
respuesta a la quimioterapia47, mientras que la MMP-
14 se ha demostrado que puede ser un blanco impor-
tante para la inmunoterapia48. En el cultivo primario 
se observó que las tres MMP incrementan su expre-
sión en el tejido adyacente, con diferencias significa-
tivas con el control para la MMP-9 y la MMP-14 que 
se relacionan con el desarrollo del invadopodio, un 
proceso clave en la metástasis. Probablemente, en 
cultivo encuentran las condiciones óptimas y libres de 
respuesta antitumoral para poder incrementar su inva-
sividad, o modifican su expresión génica debido al 
estrés mecánico y la exposición a medios de cultivo 
enriquecidos49.

Comparando nuestros hallazgos respecto a la 
expresión génica de ADRB1, ADRB2, DR2 y Ki67 con 
un estudio que realizamos previamente27, observamos 
diferencias en la expresión de ADRB2 y DR2. Estas 
discrepancias podrían atribuirse a que en el presente 
trabajo se incluyó una población más joven, se ana-
lizó exclusivamente el subtipo osteoblástico de OS y 
el tejido control se obtuvo de remanentes óseos de 
fracturas en lugar de muestras provenientes de artro-
plastias, como en el estudio anterior.

Nuestra investigación presenta limitaciones, como 
su diseño unicéntrico y la focalización en el análisis 
de la expresión génica de marcadores que pueden 
ser inducibles ante distintos estímulos, incluyendo 
factores psicoemocionales, inflamatorios o farmaco-
lógicos. No obstante, desde una perspectiva clínica, 
estos hallazgos adquieren relevancia para la delimi-
tación del borde quirúrgico y la evaluación de tejido 
aparentemente libre de tumor, ya que el tejido adya-
cente puede mostrar alteraciones en la expresión 
génica antes de evidenciar cambios en la expresión 
proteica, lo que sugiere una fase temprana de activa-
ción molecular con potencial valor diagnóstico, pro-
nóstico y terapéutico futuro.

Conclusiones

Los cultivos primarios de OS y de tejido adyacente 
mostraron una mayor capacidad proliferativa en com-
paración con las células derivadas del tejido control, 
lo que sugiere que el tejido adyacente presenta 
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características funcionales similares a las del tejido 
tumoral.

Se observó que DR2 presentó una menor expresión 
génica, mientras que ADRB1, ADRB2, Ki-67, VEGFR2, 
MMP-2, MMP-9 y MMP-14 mostraron una expresión 
aumentada en el OS respecto al tejido adyacente y al 
hueso no oncológico. En el tejido y el cultivo primario 
de células adyacentes, la expresión de DR2, Fn, Ki-67 
y MMP sugiere la presencia de cambios moleculares 
tempranos asociados con transformación tumoral, lo 
que podría tener implicaciones clínicas en la delimi-
tación de los bordes libres de tumor. Estos hallazgos 
subrayan la necesidad de integrar técnicas comple-
mentarias de análisis génico y proteico para mejorar 
la precisión diagnóstica e intraoperatoria.

Finalmente, destacamos que los cultivos primarios 
constituyen una herramienta valiosa para investiga-
ciones traslacionales, orientadas al reposicionamiento 
de betabloqueadores no selectivos y moduladores 
dopaminérgicos como parte de una estrategia multi-
disciplinaria dirigida a reducir los mecanismos protu-
morales y la resistencia a la quimioterapia asociados 
al estrés crónico en los pacientes con OS.
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