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Resumen de la tesis que presenta Erendira Guadalupe Olvera Felix como requisito parcial para la 
obtención del grado de Maestra en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientación en Biomedicina y 
Bionanotecnología  
 
Neutralización del TGF-β con betaglicano soluble mediante exosomas en un modelo de nicho pre-

metastásico hepático 
 

Resumen aprobado por: 
_______________________________ 

   Dr. Pierrick Gerard Jean Fournier   
Director de tesis  

 

Los pacientes con cáncer mueren principalmente por metástasis, siendo el hígado un sitio común. La 
colonización, etapa limitante de la metástasis, es favorecida por un nicho pre-metastásico (NPM) 
inducido por el tumor primario. En el hígado, el NPM se caracteriza por ser un ambiente fibrótico, 
promovido por el TGF-β o factor de crecimiento transformante-β, una citocina esencial para el 
desarrollo del cáncer. Para neutralizar al TGF-β, se planteó utilizar como vehículos exosomas cargados 
con ARNm de betaglicano soluble (sBG), un inhibidor del TGF-β. Usamos transducción lentiviral de 
células 293T para producir sBG con o sin secuencias de “códigos postales” en 3’UTR y aumentar la 
transferencia del ARNm a exosomas. Se comprobó la expresión de los ARNm por RT-qPCR y la 
producción/secreción de la proteína por Western blot. Aislamos exosomas y ectosomas y detectamos 
sBG, pero a niveles bajos comparado con las células. Los códigos postales no mejoraron la transferencia 
del ARNm a los exosomas, pero sí a los ectosomas. Como modelo de NPM-hepático utilizamos 
macrófagos RAW-264.7 que producen TGF-β. Confirmamos por Western blot que su medio 
condicionado induce la fosforilación de SMAD2/3 en células hepáticas HepG2. Cultivamos RAW-264.7 
con vesículas extracelulares fluorescentes y se confirmó su internalización en >95% de las células. Las 
vesículas extracelulares entregaron el ARNm de sBG en las células RAW-264.7 y se detectó la proteína 
en su medio condicionado, pero en bajas cantidades. Este medio condicionado neutralizó la vía de 
señalización del TGF-β en células HepG2, sin embargo, el efecto neutralizante se detectó solo en una 
condición, la cual tuvo la mayor transferencia de ARNm de sBG de los exosomas a las células RAW-
264.7. En conclusión, logramos modificar células 293T para obtener exosomas con el ARNm de sBG, 
que inducen la producción de sBG y neutralizan al TGF-β en un modelo de NPM. Sin embargo, se 
necesita aumentar la cantidad de ARNm en los exosomas para potenciar su efecto terapéutico. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palabras clave: exosomas, nicho pre-metastásico, betaglicano soluble, TGF-β   
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Abstract of the thesis presented by Erendira Guadalupe Olvera Felix as a partial requirement to obtain 
the Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Biomedicine and Bionanotechnology 
 

Neutralization of TGF-β with soluble betaglycan through exosomes in a hepatic pre-metastatic 
niche model 

 
Abstract approved by: 

_______________________________ 
Pierrick Gerard Jean Fournier, Ph D. 

Thesis director 

 

Metastases are responsible for most of the cancer-associated deaths and the liver is a common site of 
metastasis. During the development of metastasis, the colonization of the new organ is the limiting 
step and is favored by a pre-metastatic niche (PMN) induced by the primary tumor. The PMN in the 
liver is a fibrotic environment that is promoted by TGF-β or transforming growth factor-β that is 
essential to the development of cancer. To neutralize TGF-β, we proposed to used exosomes as 
vehicles loaded with soluble betaglycan (sBG), an inhibitor of TGF-β. We used lentiviral transduction 
of 293T cells to produce sBG with or without “Zip codes” sequences in 3’UTR that could increase the 
transfer of mRNA to exosomes. The expression of mRNA was confirmed by RT-qPCR and protein 
production/secretion by Western blot. We isolated exosomes and ectosomes and detected sBG, but 
at low levels compared to cells. Zip codes did not enhance mRNA transfer to exosomes, but did to 
ectosomes. To simulate the hepatic-PMN, we used RAW-264.7 macrophages that produce TGF-β. We 
confirmed by Western blot that their conditioned media induced SMAD2/3 phosphorylation in HepG2 
liver cells. We cultured then RAW-264.7 with fluorescent extracellular vesicles and confirmed their 
internalization in >95% of the cells. Extracellular vesicles delivered sBG mRNA into RAW-264.7 cells 
and sBG was detected in their conditioned medium, but in low amounts. This conditioned medium 
neutralized the TGF-β signaling pathway in HepG2 cells, however, the neutralizing effect was detected 
only in one condition, which had the highest transfer of sBG mRNA from exosomes to RAW-264.7 cells. 
In conclusion, we were able to modify 293T cells to obtain exosomes with sBG mRNA, which induce 
sBG production and neutralized TGF-β in a PMN model. Nevertheless, it is necessary to increase the 
amount of mRNA in exosomes to enhance its therapeutic effect. 
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Capítulo 1.  Introducción 

El cáncer es la principal causa de muerte en el mundo, por lo que es considerado un problema de salud 

pública a nivel mundial (OMS, 2022). Los pacientes con cáncer mueren principalmente por metástasis, es 

decir, que el cáncer se ha diseminado a otros órganos distantes al tumor primario. El hígado es un sitio 

común de metástasis para varios tipos de cáncer entre ellos: el cáncer colorrectal, cáncer pancreático, 

cáncer de mamá, melanoma, de pulmón, entre otros (Tsilimigras et al., 2021). 

La metástasis se desarrolla mediante varios procesos conocidos como cascada metastásica, en donde la 

colonización, que es el último proceso de la cascada metastásica, es considerada como el cuello de botella, 

ya que solo el 0.02% de las células que llegan al nuevo tejido logran hacer metástasis (Luzzi et al., 1998). 

Para que las células tumorales puedan colonizar un nuevo tejido necesitan sobrevivir al nuevo ambiente, 

ya sea mediante características intrínsecas de las células tumorales o por el establecimiento de un nicho 

pre-metastásico inducido por el tumor primario a distancia (Liu y Cao, 2016). 

Las células del tumor primario secretan factores como proteínas y vesículas celulares como exosomas, 

para inducir la formación de un nicho pre-metastásico en el futuro sitio de metástasis antes de la llegada 

de las células tumorales (Charan et al., 2020; Ji et al., 2020). En la metástasis, los exosomas secretados por 

el tumor primario propician un ambiente favorable para el establecimiento de las células tumorales. La 

formación del nicho pre-metastásico en el hígado inicia mediante la activación de las células de Kupffer 

por los exosomas (Costa-Silva et al., 2015). Las células de Kupffer activadas liberan el factor de crecimiento 

transformante beta (TGF-β), que activa a las células estrelladas hepáticas para generar un ambiente 

fibrótico, en donde se pueden adherir células derivadas de la médula ósea y así inducir un ambiente 

inflamatorio. Tanto el ambiente fibrótico, como el ambiente inflamatorio, favorecen la colonización de las 

células tumorales (Costa-Silva et al., 2015). 

Al ser un regulador del paso inicial en la formación del nicho pre-metastásico hepático, el TGF-β es un 

blanco terapéutico. Además de inducir la formación del nicho pre-metastásico hepático, el TGF-β participa 

en diversas funciones fisiológicas, por lo que es importante neutralizarlo de forma localizada en el sitio de 

interés. Para esto se puede aprovechar el mecanismo de las células tumorales y utilizar como vehículos a 

exosomas que contengan el ARNm de betaglicano soluble, un inhibidor del TGF-β, para reducir la 

formación del nicho pre-metastásico hepático y por ende la metástasis al hígado.  
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1.1 Antecedentes 

1.1.1 Cáncer y metástasis al  hígado 

El cáncer es un grupo de enfermedades en donde las células crecen sin control, y adquieren la capacidad 

de invadir otros tejidos diferentes al sitio de origen. Es considerado un problema de salud pública a nivel 

mundial, con 11.4 millones de muertes estimadas para 2025, de las cuales 105,000 corresponden a México 

(Ferlay et al., 2020). 

La principal causa de muerte en el cáncer es la metástasis, proceso que se caracteriza por la diseminación 

de células cancerosas desde un tumor primario a otras partes del cuerpo. Entre los diferentes sitios de 

metástasis, el hígado se encuentra entre los tres más comunes junto con los pulmones y los huesos 

(Riihimäki et al., 2018). Los tipos de cáncer que hacen metástasis al hígado son: el cáncer colorrectal, el 

cáncer pancreático, el cáncer de mama, el melanoma, el cáncer de pulmón, entre otros. Al ser un órgano 

con mucha irrigación sanguínea por la vena porta y la arteria hepática, el hígado es un sitio rico en 

nutrientes para las células cancerosas. Los pacientes con metástasis al hígado tienen una baja tasa de 

supervivencia a 5 años, la mayor siendo de 20-50% en caso del cáncer colorrectal, mientras que pacientes 

con cáncer pancreático tienen la menor supervivencia con una media de 6 meses (Tsilimigras et al., 2021). 

Para que se pueda llevar a cabo la metástasis, las células tumorales pasan por varios procesos 

denominados cascada metastásica. La cascada metastásica incluye: el desprendimiento de las células 

tumorales del tumor primario, la invasión del tejido circundante, la entrada a los vasos sanguíneos o 

linfáticos (intravasación), el transporte hacia otros sitios distantes del tumor primario, la salida de los vasos 

sanguíneos (extravasación) hacia un nuevo tejido y la colonización (Steeg, 2006). De todos estos, la 

colonización es la etapa limitante de la cascada metastásica. En un estudio realizado en ratones se 

investigó la eficiencia metastásica mediante el uso de células de melanoma y la evaluación de su capacidad 

de hacer metástasis al hígado (Luzzi et al., 1998). Las células de melanoma se marcaron con nanoesferas 

fluorescentes y se inyectaron en la vena mesentérica ascendente con dirección al hígado. De las células 

inyectadas, más del 80% logró salir de la circulación hacia el hígado, sin embargo, solo el 2% de las células 

proliferaron para formar micrometástasis (4 a 16 células), y únicamente el 0.02% formó un tumor (Luzzi 

et al., 1998). La colonización se considera exitosa únicamente si las células tumorales logran sobrevivir en 

un nuevo tejido y formar un nuevo tumor. La sobrevivencia depende de las características intrínsecas de 

las células y de que exista un ambiente favorable para estas células en el tejido a colonizar. Este ambiente 
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favorable se crea por la combinación entre las características propias del tejido y del establecimiento de 

un nicho pre-metastásico. 

1.1.2 Nicho pre-metastásico 

El nicho pre-metastásico es un ambiente favorable creado mediante modificaciones celulares y 

moleculares, que son inducidas por el tumor primario a distancia en el futuro sitio de metástasis, antes de 

la llegada de las células cancerosas (Liu y Cao, 2016). El nicho pre-metastásico beneficia a las células 

tumorales para que puedan establecerse y crecer en tejidos diferentes del tumor primario. 

Un estudio en modelos de melanoma y carcinoma pulmonar de Lewis reveló que el tumor primario activa 

células hematopoyéticas en la médula ósea. Estas células expresan el receptor 1 del factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGFR1) y el receptor VLA-4 de unión a fibronectina (Kaplan et al., 2005). 

Posteriormente estas células se dirigen a futuros sitios de metástasis como el hígado y los pulmones, y se 

adhieren a depósitos de fibronectina antes de la llegada de las células cancerosas. Las células 

hematopoyéticas con VEGFR1 secretan factores solubles que son quimioatrayentes para las células 

cancerosas. Tanto los depósitos de fibronectina como las células con VEGFR1 son parte del nicho pre-

metastásico que favorece el desarrollo de la metástasis (Kaplan et al., 2005). En otro estudio en un modelo 

de osteosarcoma en ratones, se observó que la metástasis a los pulmones es favorecida por un nicho pre-

metastásico rico en neutrófilos (Charan et al., 2020). El tumor primario secreta la proteína similar a la 

angiopoyetina 2 (ANGPTL2) que se une a la integrina α5β1 para activar a las células epiteliales alveolares. 

Estas células activadas secretan quimiocinas que estimulan el reclutamiento de neutrófilos a los pulmones, 

lo que favorece la colonización de las células cancerosas. Para confirmar que el tumor primario era 

responsable del reclutamiento de neutrófilos, silenciaron la expresión ANGPTL2 en las células tumorales y 

observaron una disminución significativa en el número de neutrófilos en los pulmones. Con el fin de 

demostrar la importancia del nicho pre-metastásico rico en neutrófilos en la formación de la metástasis, 

inocularon células tumorales en ratones con o sin depleción de neutrófilos y observaron una menor 

formación de metástasis en los ratones depletados de neutrófilos, lo que indica que el nicho pre-

metastásico es importante para el desarrollo la metástasis (Charan et al., 2020). 

Entre las modificaciones que se dan en el nicho pre-metastásico hepático se encuentran la remodelación 

de la matriz extracelular y la formación de un ambiente inflamatorio (Ji et al., 2020). En la formación del 

nicho pre-metastásico hepático por cáncer colorrectal, las células estrelladas hepáticas (hStC) activadas 
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liberan citocinas pro-inflamatorias como IL-6, IL-8, IL-1β, y otros factores pro-fibróticos como el factor de 

crecimiento transformante beta (TGF-β) y la quimiocina CXCL12, lo que genera un ambiente inflamatorio 

y fibrótico. La activación de las hStC se da por vesículas extracelulares (EVs) que son secretadas por el 

tumor primario y contienen la proteína similar a la integrina beta 1 (ITGBL1) (Ji et al., 2020). Los factores 

secretados por los tumores primarios que inducen la formación de nichos pre-metastásicos en órganos 

distantes, pueden ser de tipo proteína como la ANGPTL2 (Charan et al., 2020) o la lisil-oxidasa (Cox et al., 

2015), o tipo EVs como los exosomas (Costa-Silva et al., 2015).  

1.1.3 Exosomas 

Las células producen EVs, tanto en condiciones fisiológicas normales como en condiciones patológicas, 

que participan en la comunicación celular. Las EVs se clasifican en tres grupos principales dependiendo de 

su tamaño y de su mecanismo de formación: los cuerpos apoptóticos, los ectosomas y los exosomas (Kalra 

et al., 2016). Los cuerpos apoptóticos y los ectosomas se forman directamente de la membrana plasmática 

y miden entre 100nm a 5μM y 100nm a 1μM, respectivamente (Mathieu et al., 2019). Los exosomas miden 

entre 30 a 150 nm de diámetro y se caracterizan por su biogénesis endocítica. La formación comienza con 

la invaginación de la membrana plasmática y la formación de endosomas tempranos (Figura 1) (Tan et al., 

2021). Posteriormente los endosomas tempranos forman vesículas intraluminales (ILVs) que se agrupan 

en cuerpos multivesiculares. Los cuerpos multivesiculares pueden tomar dos rutas:  dirigirse a lisosomas 

para su degradación o dirigirse a la membrana plasmática para liberar las ILVs al espacio extracelular. 

Cuando las ILVs se liberan al espacio extracelular se denominan exosomas (Figura 1). Los exosomas 

contienen biomoléculas presentes en el citosol como proteínas, lípidos, ADN y ARN, que son incorporadas 

durante la formación de las ILVs (Tan et al., 2021). 

La transferencia de ARN a exosomas se puede dar de varias formas: de forma pasiva debido a la 

abundancia de ARN en el citosol, o de forma activa que incluye: la acción de proteínas de unión a ARN, 

modificaciones de los ARNm como uridilación o la presencia de secuencias específicas en la región 3’ no 

codificante (3’ UTR) de los ARNm (Bolukbasi et al., 2012; O’Brien et al., 2020). Bolukbasi et al. (2012) 

identificaron que la secuencia de 25nt “ACCCTGCCGCCTGGACTCCGCCTGT” al estar presente en la región 

3’ UTR de los ARNm funciona como un código postal que dirige los ARNm a los exosomas. 
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Figura 1. Formación, secreción y captación de exosomas. La biogénesis de exosomas inicia por endocitosis y la 
formación de ILVs a las que se agregan biomoléculas en el citoplasma. Las ILVs se agrupan en cuerpos multivesiculares 
que pueden ser degradados en lisosomas o secretados como exosomas. En las células receptoras, los exosomas 
liberan su contenido mediante fusión con la membrana, interacción con receptores de membrana y endocitosis. 
Imagen modificada de Tan et al. (2021). 

 

Una vez que los exosomas se liberan de las células de origen inician su recorrido hacia las células 

receptoras, en donde interactúan con los receptores membranales para activar cascadas de señalización, 

o ingresan a las células mediante fusión con la membrana o endocitosis para liberar su contenido (Figura 

1). El contenido de los exosomas puede generar cambios en las células receptoras. En la metástasis al 

hígado por cáncer pancreático, los exosomas secretados por el tumor primario que contienen el factor 

inhibidor de la migración de macrófagos (MIF) inducen el establecimiento del nicho pre-metastásico 

(Costa-Silva et al., 2015). Estos exosomas son internalizados por las células de Kupffer (KCs) que en 

consecuencia liberan TGF-β. El TGF-β activa a las hStC, las cuales en respuesta producen fibronectina. A su 

vez, los exosomas también inducen el reclutamiento de macrófagos provenientes de la médula ósea, que 

se adhieren a la fibronectina en el nicho pre-metastásico hepático para promover la metástasis. Al silenciar 

MIF en las células de cáncer pancreático que liberan los exosomas, hubo una disminución en la producción 

de TGF-β por las KCs y a su vez disminuyó la metástasis en el hígado en modelo de ratones (Costa-Silva 

et al., 2015). Debido a la habilidad natural de los exosomas de transferir biomoléculas a las células, estos 

podrían ser utilizados como vehículos para entrega de fármacos. 
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1.1.4 TGF-β 

1.1.4.1 Vía de señalización del TGF-β 

El TGF-β es una citocina que forma parte de la superfamilia TGF-β. La superfamilia TGF-β incluye TGF-β, 

inhibinas, activinas, factores de crecimiento y diferenciación (GDF), y proteínas morfogénicas del hueso 

(BMP). Entre las funciones del TGF-β se encuentran: inhibir la proliferación celular, inducir la apoptosis y 

la diferenciación celular, y promover la remodelación de la matriz extracelular (Xie et al., 2018). 

 

Figura 2. Activación del TGF-β latente. El TGF-β es producido como una proteína precursora que forma un complejo 
latente pequeño (SLC). El TGF-β se activa mediante 3 vías: por la acción de proteasas (b), por fuerzas de contracción 
dadas por la interacción con integrinas al encontrarse unido a la matriz extracelular (b) o al estar unido a repeticiones 
predominantes de Glicoproteína A (GARP) (c). Imagen modificada de S. Liu et al. (2021). 

 

El TGF-β es producido por las células en forma de péptido precursor que contiene dos fragmentos: un 

péptido asociado a latencia (LAP) y un péptido maduro (TGF-β) (Figura 2). El péptido precursor se ensambla 

en un homodímero que forma un complejo latente pequeño (SLC, por sus siglas en inglés), en donde los 

fragmentos LAP rodean al TGF-β. De esta forma el TGF-β no puede activar otras células, por lo que es 

necesario disociarlo del complejo LAP. En condiciones fisiológicas el TGF-β se puede activar por la acción 

de proteasas en la matriz extracelular que degradan el LAP, por fuerzas de contracción entre integrinas y 

el SLC, por especies reactivas de oxígeno (ROS) o  por un pH ácido producido por los osteoclastos durante 
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la resorción ósea (Xu et al., 2018). El TGF-β también puede ser activado in vitro con pH extremos, calor o 

detergentes (Liu et al., 2021). 

 

Figura 3. Vía de señalización del TGF-β. El TGF-β extracelular se une al BG en la membrana. El BG presenta al TGF-β 
al TGFBR2 y este se dimeriza con el TGFBR1 y lo fosforila. En consecuencia, TGFBR1 fosforila a las SMAD2/3 que se 
unen a SMAD4 y en conjunto se translocan al núcleo para activar la transcripción de los genes diana, entre ellos 
SMAD7. Imagen modificada de Batlle y Massagué (2019). 

 

Una vez que el TGF-β se encuentra en su forma activa interactúa con sus receptores en la membrana 

plasmática para encender su vía de señalización (Figura 3). La señalización inicia con la unión de TGF-β al 

receptor tipo II (TGFBR2) (Derynck y Budi, 2019). Esta unión recluta al receptor tipo I (TGFBR1) que es 

fosforilado por el TGFBR2 en la región GS. La fosforilación de TGFBR1 libera a la proteína FKBP12 de la 

región GS y activa su acción cinasa. Por la vía canónica, TGFBR1 actúa sobre las proteínas SMADs reguladas 

por el receptor (R-SMAD): SMAD2 y SMAD3. TGFBR1 activo fosforila a SMAD2 y SMAD3 que 

posteriormente forman un complejo con SMAD4 mediadora común (Co-SMAD), y juntas se translocan al 

núcleo para regular la expresión de sus genes diana. Entre los genes diana de TGF-β se encuentran 

proteínas que participan en diversas funciones de mantenimiento celular y también SMAD7, que es un 

inhibidor intracelular de la vía de señalización de TGF-β. SMAD7 inactiva esta vía al reclutar a las proteínas 

SMURF1 y SMURF2, que marcan con ubiquitina al TGFBR1 para promover su degradación (Derynck y Budi, 

2019). 
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Además de SMAD7 existen otros inhibidores de la vía de señalización de TGF-β. TGF-β tiene un tercer 

receptor (TGFBR3) adicional a TGFBR1 y TGFBR2, pero a diferencia de estos no tiene actividad cinasa, sino 

que facilita la unión de TGF-β a los receptores tipo I y II (Figura 3). TGFBR3, también conocido como 

betaglicano (BG), se encuentra unido a la membrana plasmática, pero también se puede encontrar en 

forma soluble cuando es escindido de la membrana por proteasas. La forma soluble del BG (sBG) se une a 

TGF-β y puede funcionar como un inhibidor extracelular de TGF-β (Gatza et al., 2010). 

1.1.4.2 TGF-β en cáncer 

El TGF-β participa en el cáncer y su función varía dependiendo de la etapa del cáncer. En estados iniciales 

puede actuar como supresor de tumores al inducir la apoptosis, mientras que en etapas más avanzadas 

puede actuar como promotor de tumores, mediar la invasión celular y la metástasis (Huynh et al., 2019). 

Lin et al. (2018) estudiaron los efectos del TGF-β en células de hepatocarcinoma y observaron que el TGF-

β indujo la transición epitelio mesénquima. El marcador de células epiteliales E-cadherina disminuyó en 

las células tratadas con TGF-β, mientras que los marcadores de células mesenquimales N-cadherina y 

vimentina aumentaron. La transición epitelio mesénquima es una característica de las células cancerosas 

que adquieren la capacidad migratoria. El TGF-β también juega un papel importante en la formación del 

nicho pre-metastásico. Costa-Silva et al. (2015) encontraron que la formación del nicho pre-metastásico 

en el hígado inicia con la activación de las KCs que producen diversos factores, entre ellos TGF-β. Para 

evaluar la importancia de TGF-β se utilizó A83-01 para inhibir al TGFBR1 en ratones. Como resultado se 

redujo la producción de fibronectina y reclutamiento de macrófagos en el hígado de los ratones que se 

inocularon con exosomas derivados de células de cáncer pancreático. Al reducirse la formación de nicho 

pre-metastásico también se redujo la formación de metástasis al hígado (Costa-Silva et al., 2015). Por lo 

tanto, el TGF-β puede ser un blanco terapéutico contra el nicho pre-metastásico hepático. 

1.1.4.3 Tratamientos anti-TGF-β 

Debido a la importancia del TGF-β en el cáncer se han desarrollado diferentes tratamientos anti-TGF-β. 

Entre ellos se encuentran: oligonucleótidos antisentido, anti-integrinas, inhibidores de cinasas y trampas 

de ligando (Teixeira et al., 2020). Los oligonucleótidos antisentido se unen al ARNm de TGF-β e inhiben su 

traducción. Los tratamientos anti-integrinas bloquean la activación de TGF-β mediada por integrinas 

(Stupp et al., 2014). Los inhibidores de cinasas bloquean la unión de ATP a los receptores de TGF-β y por 
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tanto se reduce la activación de la vía de señalización río abajo de los receptores. En cuanto a los 

tratamientos con trampas de ligando, inhiben al TGF-β o a sus receptores mediante el uso de anticuerpos 

neutralizantes, receptores fusionados con fragmentos de inmunoglobulina (TGFBR2:Fc) o receptores 

solubles de TGF-β como sBG (Teixeira et al., 2020). El potencial terapéutico del sBG se ha estudiado en 

modelos in vivo de cáncer y ha mostrado resultados favorables. En un estudio en modelos con xenoinjertos 

de cáncer de próstata, el tratamiento con sBG recombinante inhibió el crecimiento de tumores debido a 

una disminución de la angiogénesis. Al disminuir la fuente de nutrientes y oxígeno a las células tumorales 

aumentó la apoptosis en estas células (Bandyopadhyay et al., 2005). En otro estudio, Bandyopadhyay et 

al. (2002) inyectaron sBG recombinante en ratones desnudos portadores de xenoinjertos de cáncer de 

mama humano y observaron un efecto similar. Hubo una reducción en el crecimiento de los tumores 

debido a una disminución en la formación de vasos sanguíneos, y además se redujo la formación de 

metástasis a los pulmones. A pesar de los buenos resultados en modelos preclínicos no se han realizado 

estudios clínicos utilizando el sBG como terapia contra el TGF-β. Entre los tratamiento anti-TGF-β con 

estudios clínicos se encuentran el Cilengitide y el Fresolimumab. El Cilengitide es una molécula que 

bloquea la activación del TGF-β mediada por integrinas al inhibir la acción de las integrinas αvβ3 y αvβ5. 

En los ensayos clínicos realizados se probó el Cilengitide solo o en combinación con quimioterapia en 

pacientes con glioblastoma, sin embargo, no mejoró la sobrevivencia libre de progresión ni sobrevivencia 

promedio (Stupp et al., 2014). Los estudios clínicos con Fresolimumab, un anticuerpo monoclonal 

neutralizante del TGF-β, al utilizarse en conjunto con radioterapia en cáncer de mama metastásico, no 

redujo el tamaño de los tumores metastásicos aunque sí logró mejorar la sobrevivencia promedio de los 

pacientes (Formenti et al., 2018). 

El funcionamiento del TGF-β en el cáncer es muy variado y aún no se conocen todos sus mecanismos que 

participan en la propagación del cáncer. A pesar de que se han desarrollado muchas terapias anti-TGF-β 

con buenos resultados en ensayos preclínicos, los ensayos clínicos no han mostrado una mejora en el 

tratamiento del cáncer, en comparación con la quimioterapia. Además de que al ser terapias sistémicas la 

inhibición del TGF-β puede tener un efecto tanto en las células cancerosas como las células normales. Es 

por esto que, en este proyecto se plantea utilizar exosomas que contengan el ARNm de sBG y utilizarlos 

para inducir la producción de betaglicano soluble, y neutralizar al TGF-β en un modelo de nicho pre-

metastásico, con el fin de inhibir la formación de metástasis. 
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1.2 Justificación 

El hígado es un sitio común de metástasis. Los pacientes con metástasis al hígado presentan bajas tasas 

de supervivencia, que van desde 6 meses hasta una supervivencia a 5 años de 20 a 50%. En el desarrollo 

de la metástasis, la colonización es considerada la etapa más crítica. Para poder colonizar el hígado, las 

células tumorales necesitan de un ambiente favorable que es apoyado por el nicho pre-metastásico. La 

formación del nicho pre-metastásico hepático inicia con la producción de TGF-β, por lo que TGF-β puede 

utilizarse como un blanco terapéutico. Actualmente los tratamientos propuestos contra TGF-β son 

sistémicos y no han logrado reducir el cáncer o la metástasis en ensayos clínicos, e incluso se han 

observado efectos adversos. Por lo que es preciso que la inhibición sea localizada. El uso de exosomas 

como vehículos cargados con el ARNm de sBG, es un mecanismo por el cual se pueden reducir los efectos 

del TGF-β de forma localizada en el hígado. 

1.3 Hipótesis 

Los exosomas cargados con ARNm de betaglicano soluble inducen la producción de betaglicano soluble 

que neutraliza al TGF-β. 

1.4 Objetivos 

1.4.1 Objetivo general 

Obtener exosomas con el ARNm de betaglicano soluble a partir de células en cultivo para inducir la 

producción de betaglicano soluble y neutralizar al TGF-β. 

1.4.2 Objetivos específicos 

1. Generar y caracterizar células 293T que sobreexpresen el sBG. 

2. Caracterizar los exosomas de las células 293T-sBG que contengan ARNm de sBG. 
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3. Evaluar la capacidad de los exosomas para entregar ARNm de sBG e inducir la producción de sBG. 

4. Optimizar un modelo de activación de la vía de señalización del TGF-β por macrófagos en células 

hepáticas. 

5. Evaluar la neutralización de la vía de señalización del TGF-β en células hepáticas, inducida por los 

exosomas con ARNm de sBG. 
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Capítulo 2.  Metodología 

2.1 Cultivo celular 

En este proyecto se trabajaron con tres líneas celulares provenientes de la American Type Culture 

Collection (ATCC): células 293T de riñón embrionario humano cultivadas en medio DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium, Corning), células Hep G2 de hepatocarcinoma humano cultivadas en medio 

EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium, Corning) y células RAW 264.7 tipo monocito/macrófago de 

ratón cultivadas en medio RPMI 1640 (Corning). Todos los medios de cultivo fueron suplementados con 

10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS por sus siglas en inglés, Biowest) y 1% (v/v) de solución de antibióticos 

(penicilina, estreptomicina) y antimicótico (anfotericina B) (Corning).  

Para el subcultivo y re-suspensión de las células 293T y Hep G2 se utilizó una solución de tripsina-EDTA 

(Caisson Labs) ya que son líneas adherentes. Las células RAW 264.7 se desprendieron de la placa por medio 

de raspado mecánico o pipeteo. Todas las células se cultivaron en una incubadora con atmósfera húmeda, 

a 37°C y 5% de CO2, realizándose cambio de medio cada 2 a 3 días. 

2.2 Optimización de un modelo de activación de la vía de señalización de TGF-β 

por macrófagos en células hepáticas 

2.2.1 Inducción de la expresión de TGF-β en células RAW 264.7 

Se sembraron células RAW 264.7 en una placa de 12 pozos con 500x103 células por pozo. Al día siguiente 

se retiró el medio y se agregó medio suplementado con 2% (v/v) de FBS y diferentes concentraciones de 

LPS (desde 125 hasta 1,000 ng/mL). Se colectaron los medios condicionados de 24 y 48 horas y se 

centrifugaron a 1,000g por 5 min a 4°C para eliminar debris celulares. Los medios condicionados se 

almacenaron a -20°C hasta su uso. 

Se activó al TGF-β en los medios condicionados liberándolo del péptido asociado a latencia (LAP por sus 

siglas en inglés) con un proceso de acidificación y neutralización. Primero, se agregó ácido clorhídrico (HCl 
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4M) a los medios condicionados para tener una concentración final de 160 mM. Después de 10 minutos 

de incubación, a temperatura ambiente (TA), neutralizamos los medios agregando hidróxido de sodio 

(NaOH 2.4M) y HEPES (1.0M) para tener una concentración final de 192mM y 80mM, respectivamente. A 

los medios condicionados que no recibieron activación se les agregó un volumen de agua correspondiente 

al volumen de HCl y NaOH y el mismo volumen de HEPES.  

2.2.2 Caracterización de la activación de la vía de señalización del TGF -β en células 

Hep G2 

Se sembraron células Hep G2 en placas de 12 pozos (800x103 células/pozo). Al día siguiente se realizaron 

dos lavados de la monocapa de células con PBS 1X y se cultivaron las células en medio MEM de base por 

15 horas. Pasado este periodo de inanición, se retiró el medio de cultivo de las células Hep G2 y se 

incubaron por 1h con los medios condicionados de las células RAW 264.7, con o sin activación. Como 

control positivo se utilizó medio suplementado con TGF-β1 humano recombinante (10pM, Peprotech).  

Para determinar si había activación de la vía de señalización de TGF-β en las células Hep G2 lisamos las 

células con una solución de lisis (SDS 0.1% p/v, NP-40 1% v/v, NaCl 150mM en TRIS-HCl 50mM, pH 8.0) que 

contiene inhibidores de proteasas (EDTA y Complete, Roche) y fosfatasas (PhoSTOP, Roche). Se cuantificó 

la concentración de proteínas con un ensayo Micro BCA (Pierce) siguiendo las instrucciones del fabricante 

y se analizó por Western blot la activación de las proteínas SMAD asociadas a los receptores, SMAD2 y 

SMAD3 con anticuerpos contra su forma fosforilada o total. 

2.3 Determinación de genes reporteros de la vía de señalización del TGF-β en 

células Hep G2 

Cultivamos 400x103 células HepG2 por pozo en placa de 24 pozos por 1 día. Se realizó un periodo de 

inanición en medio libre de FBS por 15 horas, seguido del tratamiento correspondiente: medio 

condicionado de células RAW 264.7 o medio RPMI-FBS (2% v/v) con o sin TGF-β1 recombinante humano 

(10-100pM) por hasta 24h. Las células se re-suspendieron y se centrifugaron a 1,000g por 5 minutos, a 

4°C. El precipitado celular se procesó para RT-qPCR de acuerdo al punto 2.15 y se analizó la expresión de 

Fibronectina 1 (FN1) y N-Cadherina (CDH2) por RT-qPCR. 
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2.4 Obtención de plásmidos 

Se utilizaron tres plásmidos para la formación de partículas lentivirales (PLVs): pLP1, pLP2 y pMD2.G. Los 

plásmidos pLP1 y pLP2 fueron obtenidos de Thermo Fisher Scientific. El plásmido pLP1 contiene el gen gag 

que codifica para proteínas estructurales de la matriz y del núcleo virales, así como el gen pol que codifica 

para una transcriptasa inversa y una integrasa. Mientras que, pLP2 contiene el gen rev que codifica la 

proteína Rev encargada de activar la transcripción lentiviral. El plásmido pMD2.G fue un obsequio de Didier 

Trono (Addgene plasmid #12259; http://n2t.net/addgene:12259; RRID: Addgene_12259, datos no 

publicados). Este plásmido contiene la secuencia codificante para la glicoproteína G del virus de la 

estomatitis vesicular (VSV-G), que permite infectar un amplio rango de células. 

Como plásmido de transferencia se utilizó el vector pLJM1 unido al gen de interés (sBG-wt, sBG-Zip1, sBG-

Zip2, sBG-Zip1y2 y eGFP).  El plásmido pLJM1-eGFP fue un obsequio de David Sabatini (Addgene plasmid 

#19319; http://n2t.net/addgene:19319; RRID: Addgene_19319) y se utilizó para la expresión de la 

proteína fluorescente verde (GFP por sus siglas en inglés). El plásmido pLJM1-sBG contiene el gen que 

codifica para la forma soluble del betaglicano con una etiqueta Myc (sBG-wt) (Gárate-Carrillo, 2016). Los 

plásmidos pLJM1-sBG-Zip1, pLJM1-sBG-Zip2 y pLJM1-sBG-Zip1y2 además de contener la secuencia 

codificante de sBG y de la etiqueta Myc, contienen la secuencia “ACCCTGCCGCCTGGACTCCGCCTGT” de 

25nt introducida por mutagénesis dirigida en uno o dos sitios (Acosta Montaño, datos no publicados). 

2.5 Generación de células 293T con sobreexpresión de sBG 

2.5.1 Sensibilidad de las células 293T a la puromicina 

Se sembró una placa de 24 pozos (1.9 cm2/pozo) con 100x103 células 293T por pozo y al día siguiente se 

realizó un cambio de medio. A los 4 días de cultivo se desprendieron las células de la placa y se transfirieron 

a una placa de 12 pozos (3.8 cm2/pozo) con medio suplementado con diferentes concentraciones de 

puromicina (desde 100 hasta 700 ng/mL, Corning). Las células se mantuvieron en puromicina por 9 días, 

evaluando la confluencia con un microscopio óptico invertido (modelo CKX41, Olympus) y realizando 

cambio de medio cada 2 días. 
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2.5.2 Transducción lentiviral de células 293T 

Se sembraron 200x103 células 293T por pozo en una placa de 12 pozos. Al día siguiente se transfectaron 

por el método de fosfato de calcio, el cual consiste en la preparación de una mezcla equimolar de los 

plásmidos de empaquetamiento - pLP1, pLP2 y pMD2.G - y de un plásmido de transferencia pLJM1 con la 

secuencia codificante de interés (sBG-wt, sBG-Zip1, sBG-Zip2, sBG-Zip1y2 y eGFP) a una concentración de 

12.5 ng/µL, en una solución de CaCl2 (240mM). La mezcla ADN/CaCl2 se incubó durante 15 minutos y 

posteriormente se transfirió gota a gota a un volumen igual de buffer salino HBS (HEPES 50mM, NaCl 

280mM, Na2HPO4 1.5mM, pH 7.0), mientras se mantuvo en agitación con un vortex a 900rpm para crear 

la mezcla de transfección. Esta mezcla se incubó 1 minuto a TA y después se agregó encima de las células 

(160 μL correspondiente a 1 μg de plásmidos). Pasadas 15 horas, se retiró el medio de las células para 

eliminar el material no transfectado y se agregaron 500 μL de medio nuevo para iniciar el primer periodo 

de recolección de PLVs. El día siguiente se revisó la presencia de la GFP en las células transfectadas con la 

mezcla que contenía el plásmido pLJM1-eGFP en el microscopio de fluorescencia FLOID (Thermo Fisher 

Scientific). Adicionalmente, se recolectó el medio que contiene las PLVs y se agregó medio nuevo para el 

segundo periodo de recolección de PLVs, el cual se recolectó 24 horas después. En paralelo, el día 1 post-

transducción se sembró una placa de 24 pozos con 100x103 células 293T por pozo. Al finalizar la 

recolección de PLVs, estas se combinaron y se agregó polibreno para tener una concentración final de 8 

μg/mL. Se realizó la transducción de las células 293T sembradas en la placa de 24 pozos, retirando el medio 

y agregando 1mL de una solución de PLVs-polibreno o el volumen equivalente de medio de cultivo con 

polibreno como control negativo. Al día siguiente de la transducción se realizó un cambio de medio para 

eliminar las PLVs remanentes en el medio y 2 días después se inició la selección con puromicina de las 

células transducidas. Tres días posteriores a la transfección y a la transducción, las células modificadas con 

la GFP y las células control fueron re-suspendidas y analizadas con el citómetro de flujo Attune (Thermo 

Fisher Scientific) utilizando el software Attune Flow Cytometer (v1.1, Thermo Fisher Scientific), para 

determinar la eficiencia de transfección y transducción. 

2.5.3 Selección con puromicina de células 293T transducidas  

Las células 293T transducidas (293T-eGFP, 293T-sBG, 293T-sBG-Zip1, 293T-sBG-Zip2 y 293T-sBG-Zip1y2) 

se cultivaron en medio DMEM completo suplementado con 500 ng/mL de puromicina para eliminar las 

células no transducidas. Se confirmó la eliminación de estas células al cultivar células 293T parentales no-

transducidas en presencia de puromicina y observando la desaparición progresiva de las células 
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vivas/adherentes en la placa. Además, después de 15 días en selección se evaluó la eficiencia de selección 

mediante la cuantificación por citometría de flujo del porcentaje de células GFP+ en la población de células 

293T-eGFP. 

2.6 Citometría de flujo 

Para el análisis de células en citometría de flujo se desprendieron las células con tripsina y se centrifugaron 

a 1,000g por 5 minutos. Posteriormente se eliminó el sobrenadante y se re-suspendieron en una solución 

salina isotónica amortiguadora de fosfato (PBS por sus siglas en inglés) 1X. Las suspensiones de células se 

analizaron en el citómetro de flujo Attune con el software Attune Flow Cytometer. 

2.7 Aislamiento de exosomas 

2.7.1 Determinación de la cantidad de células 293T a sembrar por cm 2 

Se sembraron de 13x103 hasta 52x103 células 293T-sBG por cm2 en una placa de 12 pozos (3.8 cm2), en 

medio DMEM completo suplementado con 500 ng/mL de puromicina y se cultivaron por 3 días. Se realizó 

cambio de medio a DMEM con 2% (v/v) de FBS y se renovó el medio a las 48 horas. Las células se revisaron 

en microscopio óptico a las 48 y 96 horas de cultivo para evaluar la confluencia en los pozos. 

2.7.2 Preparación de medios condicionados con exosomas  

Se sembraron 2x106 células 293T parentales o transducidas en placas de 15 cm y se cultivaron por 3 días. 

Se retiró el medio de cultivo, se lavó la monocapa de células 2 veces con una solución de PBS 1X y se 

cultivaron las células en medio suplementado con 2% (v/v) de FBS sin exosomas. Se colectó el medio 

condicionado a las 48 horas y se agregó medio nuevo sin exosomas para una segunda colecta a las 

siguientes 48 horas. Una vez colectados, los medios condicionados con exosomas se sometieron 

inmediatamente a una serie de centrifugaciones diferenciales para eliminar las células en suspensión 

(300g, 10 minutos, 4°C), los cuerpos apoptóticos (2,000g, 20 minutos, 4°C) y los ectosomas (10,000g, 30 

minutos, 4°C) en un rotor de ángulo fijo (modelo 75002006, Sorvall Heraeus) con una centrifuga.  El 
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sobrenadante con los exosomas se congeló a -80°C hasta el aislamiento de exosomas. El precipitado de la 

última centrifugación (10,000g) que contiene los ectosomas se lavó en 1mL de PBS 1X, seguido de una 

centrifugación a 14,000g por 30 minutos a 4°C (modelo 5417R, Eppendorf). Los ectosomas se re-

suspendieron en 50 μL de PBS 1X y se congelaron a -80°C hasta su uso. 

2.7.3 Aislamiento de exosomas por precipitación con polietilenglicol  

Se preparó una mezcla en proporción 1:1 de solución de medio condicionado de exosomas y de solución 

de polietilenglicol 4000 (PEG 4000) al 16% (p/v) en NaCl (1M) que se incubó una noche a 4°C. Al día 

siguiente se centrifugaron los medios a 9,000g por 120 minutos a 4°C en un rotor de ángulo fijo (modelo 

75002006, Sorvall Heraeus). Se eliminó el sobrenadante mediante inversión de los tubos por 5 minutos. 

Posteriormente los exosomas se tiñeron o se lavaron con PBS para eliminar los restos de medio y fenol 

rojo. 

Para el lavado se agregaron 10 mL de solución PBS (0.5X), PEG 4000 (5% p/v) y NaCl (0.5M). Posteriormente 

se centrifugaron los exosomas a 9,000g por 120 minutos a 4°C (rotor 75002006, Sorvall Heraeus). Se 

eliminó el sobrenadante por inversión y los exosomas se re-suspendieron en 100 µL de PBS 1X. Para la 

tinción de exosomas y ensayos de internalización se mantuvieron a 4°C hasta su uso y para análisis de 

proteínas se almacenaron a -20°C. 

2.7.4 Aislamiento de exosomas por ultracentrifugación  

Para aislar exosomas por ultracentrifugación se realizaron varias pruebas. La primera caracterización de 

los exosomas de las células 293T transducidas se realizó mediante una única centrifugación con el rotor 

de columpio SW 32 Ti (Factor Kave=232.32, Beckman Coulter) a 30,000 rpm por 140 minutos a 4°C. 

Posteriormente, para los exosomas aislados para los experimentos de comparación entre métodos de 

aislamiento y rotores de ultracentrífuga se utilizó el rotor de columpio SW 32 Ti a 30,000 rpm por 4 horas 

a 4°C. Para el rotor de ángulo fijo se utilizó el rotor 50.2 Ti (Factor Kave=133.85, Beckman Coulter) a 36,000 

rpm por 2 horas a 4°C; los siguientes experimentos se continuaron haciendo con este rotor. Después de la 

primera ultracentrifugación se realizó una segunda ultracentrifugación para lavar los exosomas con PBS 

1X utilizando el rotor 90 Ti (Factor Kave=105.33, Beckman Coulter) a 44,000 rpm por 90 minutos a 4°C. Los 

precipitados de exosomas se re-suspendieron en 100μL de PBS 1X para experimentos de Western blot y 
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ensayos en células, o en 300μL de solución de lisis del kit GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Fisher 

Scientific) para aislamiento de ARN. 

2.8 Caracterización de exosomas 

El diámetro hidrodinámico de los exosomas se midió utilizando la técnica de dispersión dinámica de la luz 

(DLS, por sus siglas en inglés) con el equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical). 

La morfología y el tamaño de los exosomas se analizó por microscopía electrónica de transmisión (TEM, 

por sus siglas en inglés). Los exosomas se depositaron en una rejilla de cobre de malla 75 (TED PELLA) y se 

dejó reposar la muestra 5 minutos. Se retiró el exceso con papel filtro y los exosomas se tiñeron con 

acetato de uranilo al 2% por 7 minutos. La rejilla se secó con papel filtro y las muestras se visualizaron con 

el TEM Hitachi H7500, utilizando un voltaje de aceleración de 80kV. 

2.9 Marcaje fluorescente de vesículas extracelulares 

Para el marcaje fluorescente de exosomas, se aislaron los exosomas por el método de ultracentrifugación 

y después de la primera ultracentrifugación se re-suspendieron en PBS 1X. Para los ectosomas, se tomó el 

precipitado de ectosomas (centrifugación de 10,000g de la preparación de medios condicionados con 

exosomas) y se re-suspendió en PBS 1X.  Las vesículas extracelulares re-suspendidas en PBS se mezclaron 

en proporción 1:1 con una solución de PBS 1X con 10μM de CFSE (éster de succinimidil-

carboxifluoresceína, BioLegend) o 5μM de SP-DilC18 (1,1'-dioctadecil-6,6'-di(4-sulfofenil)-3,3,3',3'-

tetrametilindocarbocianina, Thermo Fisher Scientific) y se incubaron por 20 o 40 minutos, 

respectivamente, a 37°C en la oscuridad. Después del marcaje, las vesículas fueron lavadas con PBS 1X y 

centrifugadas a 44,000 rpm (rotor 90 Ti), por 90 min a 4°C para los exosomas y a 14,000g por 30min a 4°C 

para los ectosomas. Las vesículas se re-suspendieron en 100μL de PBS 1X y se cuantificó la concentración 

de proteínas con un ensayo Micro BCA (Pierce). Para los ensayos de internalización se mantuvieron en 

oscuridad a 4°C hasta su uso y posteriormente se almacenaron a -20°C para los análisis de proteínas. 
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2.10 Ensayos de internalización de vesículas extracelulares 

Se sembraron células RAW 264.7 a una densidad de 125x103 células/cm2. El día siguiente se realizó un 

cambió de medio lavando la monocapa de células con PBS 1X y añadiendo medio RPMI-1640 

suplementado con FBS (2% v/v) y lipopolisacáridos (LPS) provenientes de la bacteria Escherichia coli 

(serotipo 026: B6, 500 ng/mL, Sigma). Posteriormente, se añadieron entre 1.56 y 7.8 μg/cm2 de exosomas 

o ectosomas teñidos y se incubaron por 24 horas. Las células se procesaron para análisis por citometría de 

flujo para determinar el porcentaje de células CFSE+ o SP-DiIC18
+, o para análisis por microscopia de 

fluorescencia. Para este último, se fijaron las células con paraformaldehído (PFA) re-suspendido al 2% (p/v) 

en una solución de PBS 1X, seguido de una incubación por 10 minutos a TA. Se retiró el PFA y se lavó la 

monocapa de células con PBS 1X. Después, se realizó una tinción de los núcleos celulares con una solución 

de DAPI (4',6-Diamidino-2-fenilindol, diclorhidrato, 0.1 µg/mL, Sigma) y se incubaron las células 10 minutos 

a TA. Finalmente, se tomaron fotografías con el microscopio de fluorescencia FLOID y se editaron con el 

software ImageJ (Schneider et al., 2012). 

2.11 Evaluación de la capacidad de los exosomas para entregar al ARNm de sBG 

a células RAW 264.7 e inducir la producción de sBG 

Se sembraron 250x103 células RAW 264.7 en una placa de 24 pozos y se cultivaron por 24 horas. Retiramos 

el medio y lavamos la monocapa de células con PBS 1X, para seguir cultivando las células en medio RPMI-

1640 suplementado con FBS (2% v/v) y LPS (500 ng/mL). Para los tratamientos se agregaron 6 o 15 μg de 

exosomas o ectosomas y se incubaron por 24 horas. Colectamos los medios condicionados y se 

centrifugaron a 1,000g por 5 min a 4°C para eliminar debris celulares. Se analizó por Western blot la 

presencia de sBG-Myc en los medios condicionados y el medio restante se almacenó a -20°C para su 

posterior uso en células Hep G2. Las células se procesaron para RT-qPCR de acuerdo al punto 2.15 y 

medimos la expresión de sBG-Myc por RT-qPCR. Evaluamos los productos de la RT-qPCR por electroforesis 

de ADN utilizando un gel de agarosa (2.5% p/v) conteniendo bromuro de etidio. La electroforesis se corrió 

a 100V por 1 hora y las bandas se visualizaron con el equipo de adquisición de imágenes E-Gel Imager (Life 

Technologies).  



20 

2.12 Evaluación de la neutralización de la vía de señalización del TGF-β en 

células Hep G2, inducida por los exosomas con ARNm de sBG 

Sembramos células Hep G2 en placas de 24 pozos (400x103 células/pozo). Al día siguiente las células se 

pusieron en inanición de FBS. Se realizaron dos lavados de la monocapa de células con PBS 1X y se 

cultivaron las células en medio MEM de base por 15 horas. Retiramos el medio de cultivo y agregamos los 

medios condicionados de células RAW 264.7 cultivadas con exosomas o ectosomas (producidos en el 

punto 2.11). Como control negativo se utilizó medio RPMI-1640 suplementado con 2% (v/v) de FBS. Las 

células se incubaron por 2 horas y posteriormente las lisamos con una solución de lisis (SDS 0.1% p/v, NP-

40 1% v/v y NaCl 150mM en TRIS-HCl 50mM, pH 8.0) con inhibidores de proteasas (EDTA y Complete, 

Roche) y fosfatasas (PhoSTOP, Roche). La concentración de proteínas de lisados celulares se cuantificó con 

un ensayo Micro BCA (Pierce). Evaluamos las proteínas SMAD2 y SMAD3 en su forma fosforilada o total 

por Western blot. 

2.13 Cuantificación de proteína por Micro BCA 

Para determinar la concentración de proteína en las muestras de medios condicionados, lisados celulares, 

exosomas y ectosomas se realizó un ensayo de proteínas Micro BCA (Pierce) en placas de 96 pozos, 

siguiendo las instrucciones del fabricante. La densidad óptica a 562nm se midió con un lector de placa 

Epoch (Biotek). La concentración de proteínas se calculó mediante una curva estándar realizada con 

dilución de albumina de suero bovino (BSA por sus siglas en inglés, Biobasic). 

2.14 Western blot 

Se realizó Western blot para caracterizar la presencia de proteínas de interés en medios condicionados, 

lisados celulares, exosomas y ectosomas. Las proteínas se separararon por medio de electroforesis 

desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) con un sistema Mini-PROTEAN (BioRad). 

Posteriormente las proteínas fueron transferidas a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF, 

Merck) utilizando un sistema de transferencia semi-seco, Trans-Blot SD Semi-Dry (BioRad). Se comprobó 

la transferencia de las proteínas a la membrana mediante una tinción con Ponceau S. La membrana se 

bloqueó para evitar uniones inespecíficas con una solución salina, amortiguadora con TRIS y Tween-20 
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(0.1% v/v) (TBS-T) y leche en polvo libre de grasa (5% p/v) (TBS-T – leche 5% (p/v)) durante 1h a TA. Después 

se incubó la membrana durante una noche con el anticuerpo primario diluido en TBS-T con leche (5% p/v) 

o BSA (5% p/v) (Tabla 1). Al día siguiente, la membrana se incubó por 1h con un anticuerpo secundario 

contra inmunoglobulina de ratón o de conejo, conjugado con una peroxidasa de rábano (HRP, por sus 

siglas en inglés). Después de la tinción con Ponceau S y de cada incubación con anticuerpos, se lavó la 

membrana con TBS-T (3 lavados de 5 minutos) para desteñirla o para retirar los anticuerpos residuales. 

Para analizar diferentes proteínas en la misma membrana, después de una primera detección se incubó la 

membrana con una solución de Stripping (Glicina 0.75% p/v, SDS 0.5% p/v, pH 2.5) por 30 minutos a 60°C, 

para retirar los anticuerpos de la membrana. Seguidamente se lavó la membrana con TBS-T (4 lavados de 

5 minutos) y se bloqueó la membrana para incubarla con el siguiente anticuerpo de interés. 

Las proteínas se detectaron con el método de quimioluminiscencia usando el reactivo Immobilon Western 

Chemiluminescent HRP Substrate (Merck) y el fotodocumentador ChemiDoc MP (BioRad). Las imágenes 

se analizaron con el software ImageJ (Schneider et al., 2012), mediante la medición del valor medio de gris 

de las bandas. 

Tabla 1. Características de anticuerpos utilizados en Western blot. 

Anticuerpo Marca Especie Dilución Diluyente 

Anti-Myc Abcam Ratón 1:1,000 TBS-T – leche (5% p/v) 

Anti-α-Tubulina Sigma Aldrich Ratón 1:8,000 TBS-T – leche (5% p/v) 

Anti-CD81 Santa Cruz Ratón 1:250 TBS-T – leche (5% p/v) 

Anti-Flotilina-2 Santa Cruz Ratón 1:500 TBS-T – leche (5% p/v) 

Anti-Smad2/3 
fosforiladas 

Cell Signaling 
Conejo 

1:1,000 TBS-T – leche (5% p/v) 

Anti-Smad2/3 Cell Signaling Conejo 1:1,000 TBS-T – BSA (5% p/v) 

Anti-Ratón IgG-HRP Sigma Aldrich Cabra 1:40,000 TBS-T – leche (5% p/v) 

Anti-Conejo IgG-HRP Sigma Aldrich Cabra 1:80,000 TBS-T – leche (5% p/v) 
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2.15 Cuantificación de ARNm por RT-qPCR 

2.15.1 Extracción de ARN total  

Para la purificación de ARN total se utilizó el kit de purificación GeneJET RNA (Thermo Fisher Scientific) y 

se siguió el protocolo para células de mamífero en cultivo. Para las muestras de células se utilizaron 600μL 

de solución de lisis y 360μL de etanol (99%), mientras que para los exosomas y ectosomas se utilizó la 

mitad de volumen. La siguiente parte del protocolo se realizó como indica el kit. La concentración de ARN 

se cuantificó con un espectrómetro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) y el ARN purificado se almacenó 

a -20°C. 

La integridad del ARN se confirmó mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) con bromuro de 

etidio, evaluando las bandas de ARN ribosomal de las subunidades 28S (5kb) y 18S (2kb). 

2.15.2 PCR cuantitativa con transcripción inversa (RT-qPCR) 

La RT-qPCR se realizó en dos partes: obtención de los ADN complementarios (ADNc) por transcripción 

inversa y análisis de los ADNc por qPCR. La transcripción inversa se realizó con la retrotranscriptasa 

SuperScript II (1.25 U/μL, Thermo Fisher Scientific), usando un oligonucleótido poly-T anclado (N-V-T20, 25 

ng/μL, T4Oligo) como iniciador y 125-250ng de ARN total para un volumen de reacción de 5-10μL, 

respectivamente. Después de la transcripción inversa (42°C, 75 minutos), se desnaturalizó la encima (75°C, 

15 minutos) y se agregaron 4 volúmenes de agua (grado biología molecular). Los ADNc se usaron 

inmediatamente o se conservaron a -20°C. 

Los análisis de qPCR se realizaron mediante la amplificación de los ADNc con un termociclador ABI 7500 

(Applied Biosystems) y la mezcla de PCR QuantiTect SYBR Green (Qiagen) con 1μL de solución ADNc por 

reacción de 10μL, en presencia de 0.4μM de cada oligonucleótido iniciador. Los niveles de expresión de 

los ARNm se cuantificaron mediante una curva estándar y se normalizaron con el gen de referencia RPL32. 

Los oligonucleótidos específicos para cada gen se diseñaron con Primer-BLAST (Ye et al., 2012) y las 

secuencias se muestran en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Oligonucleótidos para qPCR. 

Gen Iniciador directo (5’-3’) Iniciador reverso (5’-3’) 

Tgfbr3 (rata) ATACACAATGGCTCCCGTGG GGAAGAGTGGGTTGTCCAGG 

FN1 (humano) TTGCTCCTGCACATGCTTTG TCGGGAATCTTCTCTGTCAGC 

CDH2 (humano) TGCATGAAGGACAGCCTCTT TGGGTCTCTTTGTCTTGGGC 

RPL32 (humano) CAGGGTTCGTAGAAGATTCAAGGG CTTGGAGGAAACATTGTGAGCGATC 

Rpl32 (ratón) CAGGGTGCGGAGAAGGTTCAAGGG CTTAGAGGACACGTTGTGAGCAATC 

2.16 Análisis estadístico 

Para los análisis estadísticos las pruebas se llevaron a cabo por triplicado. Se realizó análisis de varianza 

(ANOVA) de 1 vía utilizando la prueba Tukey o la prueba Dunnet con el programa GraphPad Prism versión 

9.0.2.  
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Capítulo 3.  Resultados 

3.1 Optimización de un modelo de activación de la vía de señalización del TGF-

β por macrófagos en células hepáticas 

3.1.1 Las células RAW 264.7 producen suficiente TGF-β que activa su vía de 

señalización en células Hep G2 

Las células RAW 264.7 producen TGF-β y se ha observado que su producción aumenta en presencia de LPS 

(Ferré et al., 2009). Para confirmar si el LPS aumenta la producción de TGF-β y determinar las condiciones 

óptimas, se cultivaron células RAW 264.7 en presencia de LPS (125-1,000 ng/mL), hasta 48 horas. Se 

colectaron los medios condicionados y se sometieron a un tratamiento de acidificación para activar al TGF-

β, al disociarlo del péptido asociado a latencia. Posteriormente, se hizo un tratamiento a células Hep G2 

con estos medios activados, en donde se identificó la activación de la vía de señalización del TGF-β vía la 

fosforilación de las proteínas SMAD2 y 3 por Western blot (Figura 4). El tratamiento de las células Hep G2 

con TGF-β1 recombinante indujo la fosforilación de SMAD2/3 como se esperaba, y la acidificación del TGF-

β1 no disminuyó la señal indicando que no perjudica a la función de la citocina (Figura 4A, B). En paralelo, 

el tratamiento de las células Hep G2 de 24 horas con los medios condicionados de las células RAW 264.7 

indujo la fosforilación de SMAD2/3 a niveles más altos que en las células cultivadas con 10pM de TGF-β1 

recombinante (Figura 4A, B). Esta inducción de la activación de vía de señalización del TGF-β fue 

independiente de la adición de LPS, lo que indica que las células RAW 264.7 producen suficiente TGF-β en 

condición basal. Al contrario, parece que la presencia de LPS en concentraciones de 500ng/mL y más, 

disminuyó la fosforilación de SMAD2/3 (Figura 4A, B). Los medios condicionados de 48h también indujeron 

la activación de la vía de señalización del TGF-β (Figura 4C, D). Sin embargo, en ausencia de LPS, la tasa 

fosfo/total SMAD2/3 fue similar a la activación inducida por 10pM de TGF-β1, e incrementa con la adición 

de LPS (Figura 4C, D). Estos resultados indican que las células RAW 264.7 producen suficiente TGF-β en 

presencia o ausencia de LPS por 24 o 48 horas para inducir la fosforilación de SMAD2/3 en células Hep G2. 

Después de demostrar que las células RAW 264.7 producen niveles suficientes de TGF-β para activar su vía 

de señalización en células Hep G2, se decidió determinar si es necesario usar el proceso de acidificación 

para tener niveles aptos de TGF-β activado, ya que no sabemos si esta etapa podría afectar la función del 
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sBG-Myc. Cultivamos células RAW 264.7 con o sin LPS (500ng/mL) por 24 o 48 horas y la mitad del medio 

condicionado de cada tratamiento fue acidificado. Se trataron a células Hep G2 con los medios, con o sin 

la acidificación, y se realizó un Western blot para determinar si la vía de señalización del TGF-β se enciende. 

Se observó una mayor fosforilación de SMAD2/3 con los medios condicionados que recibieron activación 

en todas las condiciones (Figura 5). Sin embargo, también se encontró que las células RAW 264.7 en 

presencia de LPS producen suficiente TGF-β en su forma activa para encender la vía de señalización del 

TGF-β en las células Hep G2 (Figura 5). En consecuencia, se decidió continuar trabajando con medios 

condicionados de 24 horas de las células RAW 264.7, cultivadas con 500ng/mL de LPS y sin el proceso de 

acidificación-neutralización. 

  

Figura 4. Las células RAW 264.7 producen TGF-β que activa su vía de señalización en células Hep G2. Western blot 
de los niveles de las proteínas SMAD2/3 fosforiladas y total en células Hep G2 tratadas con medios condicionados de 
24h (A) o 48h (C) de células RAW 264.7. Representación de los niveles de SMAD2/3 fosforiladas normalizados a 
SMAD2/3 total en células Hep G2 con medios de células RAW 264.7 de 24h (B) o 48h (D). Los pesos moleculares de 
las proteínas se indican la izquierda de las imágenes de Western blot. CM: Medio condicionado; LPS: Lipopolisacárido; 
Acid: Acidificación. Las imágenes de las membranas de Western blot sin cortar se muestran en los anexos. 
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Figura 5. Las células RAW 264.7 producen TGF-β en su forma activa. (A) Western blot de los niveles de las proteínas 
SMAD2/3 fosforiladas y total en células Hep G2 tratadas con medios condicionados de células RAW 264.7 con y sin 
activación del TGF-β. Los pesos moleculares de las proteínas se indican la izquierda de las imágenes de Western blot. 
(B) Representación de los niveles de SMAD2/3 fosforiladas normalizados a SMAD2/3 total en células Hep G2 con 
medios de células RAW 264.7 con y sin activación. CM: Medio condicionado; LPS: Lipopolisacárido; Acid: Acidificación. 
Las imágenes de las membranas de Western blot sin cortar se muestran en los anexos. 

3.1.2 Genes reporteros de la vía de señalización del TGF -β en células Hep G2  

Al confirmar que las células Hep G2 son sensibles al TGF-β, se buscó determinar genes reporteros de esta 

vía en las células Hep G2. Se analizó la expresión de Fibronectina-1 (FN1) al estar involucrada en la 

formación del nicho pre-metastásico hepático (Costa-Silva et al., 2015), y de N-Cadherina (CDH2) que se 

ve incrementada por TGF-β durante la transición epitelio-mesénquima en células Hep G2 (Lin et al., 2018). 

Se cultivaron células Hep G2 con el medio condicionado de células RAW 254.7 o con TGF-β1 recombinante 

(10-100pM) hasta por 24 horas. Por medio de Western blot se determinó la fosforilación de SMAD2/3 

después de 60 minutos de tratamiento. En todos los tratamientos con TGF-β1 recombinante se observó 

fosforilación de SMAD2/3, en el tratamiento con el medio condicionado de células RAW 264.7 se observó 

muy poca fosforilación y en el control negativo no se observó fosforilación de SMAD2/3 (Figura 6). Por RT-

qPCR se observó un aumento significativo en la expresión de FN1 con 50pM de TGF-β1. Mientras que, 
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CDH2 aumenta su expresión a partir de 10pM, en comparación con la expresión basal (Figura 6). Los 

resultados indican que FN1 y CDH2 son genes reporteros de la vía de señalización del TGF-β en células Hep 

G2 cuando hay altos niveles de TGF-β, sin embargo, el TGF-β producido por las células RAW 264.7 no es 

suficiente para generar un cambio en la expresión de estos genes, aunque sí hay activación de la vía dada 

por la fosforilación de SMAD2/3. 

 

Figura 6. Expresión del ARNm de FN1 y CDH2 en células Hep G2. Se trataron células Hep G2 con medio condicionado 
de células RAW 264.7 o TGF-β1 a 10, 50 y 100pM. Se midió la activación de la vía de señalización del TGF-β por 
Western blot y la expresión de genes reporteros por RT-qPCR. (A) Western blot de los niveles de las proteínas 
SMAD2/3 fosforiladas y total en células Hep G2. Expresión del ARNm de FN1 (B) y CDH2 (C) en células Hep G2. Los 
niveles fueron normalizados con el gen RPL32 y expresados en base al Control. Representación de los valores 
individuales de cada triplicado, con promedio ± error estándar. Análisis ANOVA de 1 vía con prueba Dunnett. Los 
valores de p se indican en la gráfica. Cntrl: Control; CM: Medio condicionado; FN1: Fibronectina 1; CDH2: N-
Cadherina. Las imágenes de las membranas de Western blot sin cortar se muestran en los anexos.  
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3.2 Estandarización del método de aislamiento de exosomas 

3.2.1 Determinación de la cantidad de células 293T a sembrar  

Se realizó una optimización de la cantidad de células a sembrar para los experimentos de aislamiento de 

exosomas, con el fin de colectar 2 preparaciones de medios condicionados de 48h, a partir de una misma 

placa. Se sembraron entre 13x103 (13K) y 40x103 (40K) células 293T-sBG por cm2, con las condiciones de 

cultivo para aislamiento de exosomas y se evaluó la confluencia en los pozos en los días siguientes (Figura 

7A). Al día 3, para la condición más baja (13k) las células se encontraban al 60% de confluencia, mientras 

que las condiciones siguientes (26k células o más) se encontraban arriba del 80% (Figura 7B). Al día 5, para 

13k células la confluencia fue del 80% y al día 7 alcanzaron el 100% de confluencia. A partir de la condición 

de 26k las células alcanzaron el 100% de confluencia al día 5 y se mantuvieron así hasta el día 7. A partir 

de la confluencia de las células se decidió utilizar 13x103 células/cm2 para los experimentos de aislamientos 

de exosomas, ya que permite un crecimiento gradual de las células durante la recolección de los medios 

condicionados. 

3.2.2 Comparación de métodos de aislamiento de exosomas  

Una vez teniendo el modelo de nicho pre-metastásico hepático se decidió estandarizar el método de 

aislamiento de exosomas. Preparamos medios condicionados de células 293T y comparamos dos métodos 

de aislamiento: precipitación con polietilenglicol (PEG) y ultracentrifugación. Los exosomas se tiñeron con 

el fluoróforo SP-DilC18 y se hizo tratamiento a células RAW 264.7 por 24 horas, desde 0.05 hasta 1μg de 

exosomas. Por microscopía de fluorescencia se observaron más células fluorescentes en el aislamiento 

con PEG en comparación con ultracentrifugación (Figura 8A). Al analizar estas células por citometría de 

flujo también se obtuvo mayor internalizaron de exosomas con el método de precipitación con PEG, visto 

por el porcentaje de células SP-DilC18
+ (Figura 8B y C) y la intensidad media de fluorescencia (Figura 8D). 

Sin embargo, en el aislamiento con PEG se observó que en el control de tinción (PBS-DiI) hubo un gran 

número de células SP-DilC18
+, de hasta 55.7%, en comparación con el método de ultracentrifugación que 

fue de 7.3%, para la concentración mayor de exosomas. Adicionalmente, se utilizaron los exosomas 

aislados por ultracentrifugación para determinar si el LPS podría afectar la internalización. Al cultivar 

células RAW 264.7 con LPS y exosomas se observó que el LPS no tiene efecto en la internalización de 

exosomas (Figura 8). Para verificar que las muestras obtenidas eran exosomas, se analizó por Western blot 
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la presencia de Flotilina-2 y CD81, una proteína encontrada en vesículas extracelulares (Hoshino et al., 

2020) y un marcador específico de exosomas (Kowal et al., 2016), respectivamente. Se detectó la presencia 

de CD81 y Flotilina-2 en las muestras aisladas por ultracentrifugación y únicamente CD81, en bajas 

cantidades, en las muestras aisladas por precipitación con PEG (Figura 9). Debido a que la 

ultracentrifugación permite aislar buenos exosomas con un artefacto de tinción 7 veces menor que en el 

aislamiento por precipitación con PEG, se establece la ultracentrifugación como el método para aislar 

exosomas y se decide continuar trabajando con LPS en los experimentos con células RAW 264.7 al no 

afectar la internalización. 

 

Figura 7. Densidad celular de 293T-sBG. Se cultivaron células 293T-sBG desde 13x103 hasta 40x103 células/cm2 

durante 7 días y se evaluó la confluencia a los días 3, 5 y 7. (A) Línea del tiempo de las etapas del ensayo. (B) Imágenes 
representativas del crecimiento de las células 293T-sBG a los días 3, 5 y 7 de cultivo. Barra de escala: 50 μm. 
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Figura 8. Efecto de diferentes métodos en el aislamiento de exosomas. Se aislaron exosomas por precipitación con 
PEG y ultracentrifugación, se tiñeron con SP-DilC18 y se hicieron tratamientos a células RAW 264.7 con o sin LPS. (A) 
Imágenes de microscopia de fluorescencia de las células que recibieron los exosomas y su control de tinción. (B) 
Histogramas representativos del porcentaje de células SP-DilC18

+. (C) Representación gráfica del porcentaje de células 
SP-DilC18

+ y de la intensidad media de fluorescencia de las células (D). Cntrl: células sin exosomas; PBS-DiI: control de 
tinción; Exo-DiI: exosomas teñidos; PEG: Polietilenglicol; UC: Ultracentrifugación; LPS: Lipopolisacárido; MFI: 
Intensidad media de fluorescencia. Barra de escala: 50 μm. 
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Figura 9. Los métodos de ultracentrifugación y precipitación con polietilenglicol permiten aislar exosomas. 
Western blot de la expresión de las proteínas CD81 y Flotilina-2 en exosomas aislados por ultracentrifugación o 
precipitación con PEG. Los pesos moleculares de las proteínas se indican la izquierda de las imágenes. PEG: 
Polietilenglicol; UC: Ultracentrifugación. Las imágenes de las membranas de Western blot sin cortar se muestran en 
los anexos. 

3.2.3 Comparación de rotores para aislamiento de exosomas por 

ultracentrifugación 

Después de seleccionar el método de ultracentrifugación para el aislamiento de los exosomas, se decidió 

hacer una comparación de dos rotores, el SW 32 Ti de columpio y el 50.2 Ti de ángulo fijo (Tabla 3), para 

determinar si uno es superior al otro, considerando el tiempo de centrifugación, la cantidad de proteínas 

obtenidas y la calidad de estos exosomas. Se observó Flotilina-2 y CD81 en las muestras obtenidas con 

ambos rotores, lo que confirma que hay vesículas extracelulares y que son exosomas (Figura 10). La 

concentración de proteína en cada muestra fue similar, siendo la principal diferencia entre los dos rotores 

el tiempo de centrifugación (Tabla 3). Con base en esto se decidió realizar los aislamientos de exosomas 

con el método de ultracentrifugación utilizando el rotor de ángulo fijo 50.2 Ti.  

 

Figura 10. Los exosomas aislados por ultracentrifugación no se ven afectados por el tipo de rotor. Western blot de 
la expresión de las proteínas CD81 y Flotilina-2 en exosomas aislados por ultracentrifugación, con rotor de columpio 
(SW32Ti) y rotor de ángulo fijo (50.2Ti). Los pesos moleculares de las proteínas se indican la izquierda de las 
imágenes. Las imágenes de las membranas de Western blot sin cortar se muestran en los anexos. 
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Tabla 3. Comparación del tiempo de centrifugación y concentración de proteína de exosomas con diferentes rotores. 

Rotor Velocidad (rpm) 
Factor k a velocidad 

especificada 
Tiempo total de 

centrifugación (h) 
μg proteína/mL 

de CM 

SW 32 Ti 31,000 217.57 3 2.0 

50.2 Ti 36,000 133.85 2 2.6 

3.2.4 Determinación de la morfología y el tamaño de los exosomas 

Ya que se definió el protocolo para aislar exosomas, se caracterizó por microscopía electrónica de 

transmisión (TEM) y dispersión dinámica de la luz (DLS), la morfología y el tamaño de los exosomas 

producidos por las células 293T-sBG-Zip1.  En las imágenes de microscopia se observaron vesículas de 

forma redonda (Figura 11A). El tamaño de los exosomas medido por TEM se encontró entre 30 a 100 nm 

de diámetro, obteniéndose un tamaño promedio de 50.5 ± 15.4 nm (Figura 11B). El diámetro 

hidrodinámico medido por DLS mostró partículas entre 20 a 100nm, con un tamaño promedio de 39.7 ± 

16 nm (Figura 11C).  Estos resultados confirman que los exosomas secretados por las células 293T-sBG-Zip 

tienen una morfología redonda. Además, se determina que estas células secretan principalmente 

exosomas de tamaño pequeño, menores a 65 nm de diámetro. 

 

Figura 11.  Morfología y tamaño de exosomas provenientes de células 293T-sBG-Zip1. (A) Micrografía 
representativa de exosomas tomada con TEM. Las flechas blancas indican los exosomas. Barra de escala: 100 nm. (B) 
Representación gráfica del tamaño de los exosomas medidos por TEM. (C) Diámetro hidrodinámico de los exosomas 
medido por DLS.  
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3.2.5 Comparación de fluoróforos para tinción de exosomas  

Como siguiente punto en la estandarización del método de aislamiento de exosomas se hizo una 

comparación de los fluoróforos SP-DiIC18 y CFSE, con el fin de determinar cuál era el mejor para teñir 

exosomas para los ensayos de internalización. Se aislaron exosomas de células 293T por 

ultracentrifugación y se tiñeron con SP-DiIC18 o CFSE.  Se cultivaron células RAW 264.7 en presencia o 

ausencia de 0.5 a 2.5μg de exosomas durante 24 horas. Por microscopía de fluorescencia, solo fue posible 

observar fluorescencia en las células que recibieron exosomas teñidos con SP-DilC18 (Figura 12A). Por 

citometría de flujo, se obtuvo que únicamente 3-11% de células fueron positivas a CFSE, mientras que para 

el SP-DiIC18 se obtuvieron valores del 69-90% de células positivas, dependiendo de la cantidad de 

exosomas colocados a las células (Figura 12B, C). Considerando la cantidad de células positivas con cada 

fluoróforo, se decidió utilizar SP-DiIC18 para teñir exosomas para los ensayos de internalización. 

3.3 Generación y caracterización de células 293T que sobreexpresen el sBG 

3.3.1 Sensibilidad de las células 293T a la puromicina  

Para la generación de células con expresión de sBG lo primero que se realizó fue determinar la 

concentración de puromicina que elimina a las células 293T en un periodo de 7 a 10 días, se cultivaron 

estas células con diferentes concentraciones de puromicina en un rango de 100 a 700ng/mL, y se evaluó 

la sobrevivencia de las células a lo largo del tratamiento.  

Se observó que en ausencia de puromicina las células llegaron a confluencia el día 4, mientras que, a partir 

de 100ng/mL hasta 400ng/mL las células llegaron a confluencia el día 7 y se mantuvieron vivas en los pozos 

durante los días de tratamiento (Figura 13 y Figura 14). Para las concentraciones de 500 y 600ng/mL se 

observó una disminución en la densidad celular en comparación con el control sin puromicina desde el día 

2, hasta el día 7 que se detuvo el crecimiento de las células. A la concentración de 700ng/mL las células 

comenzaron a morir desde el día 2 y continuaron muriendo hasta el día 9 (Figura 13 y Figura 14). 

Considerando la cantidad de células muertas y la morfología se decidió utilizar la concentración de 

500ng/mL para futuros experimentos de selección con las células 293T. 

 



34 

 

 

Figura 12. Efecto de diferentes fluoróforos en la tinción de exosomas. Se tiñeron exosomas con SP-DilC18 o CFSE, se 
agregaron a células RAW 264.7 y se cuantificó el porcentaje de células positivas a cada fluoróforo. (A) Imágenes de 
microscopia de fluorescencia de las células que recibieron 2.5μg de exosomas y su control de tinción. (B) Histogramas 
del porcentaje de células positivas para cada fluoróforo. (C) Gráfica comparativa del porcentaje de células positivas 
a SP-DilC18 o CFSE. Cntrl: células sin exosomas. Barra de escala: 50 μm. 
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Figura 13. Evaluación de la sobrevivencia de células 293T tratadas con puromicina. Se cultivaron células 293T en 
presencia de puromicina desde 0 hasta 700ng/mL. Gráfica representativa de la cuantificación de la confluencia de 
células en los pozos desde el día 2 hasta el día 9 de tratamiento. 

 

 

Figura 14. Efecto de la puromicina en la morfología de células 293T en cultivo. Imágenes representativas de células 
293T en cultivo con puromicina, a los días 2 y 9 de tratamiento. Barra de escala: 50 μm. 
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3.3.2 Modificación de células 293T para sobreexpresión de betaglicano soluble  

Con el fin de obtener células con expresión de sBG con y sin códigos postales (Zip), se modificaron células 

293T mediante transducción lentiviral. En paralelo, también se modificaron células para la expresión de la 

proteína fluorescente verde (GFP), que se usó como control para evaluar la eficiencia de transfección, 

transducción y selección.  

Tres días después de que se transfectaron células 293T con una mezcla de plásmidos lentivirales, que 

contenía pLJM1-eGFP, el análisis por citometría de flujo mostró la presencia de 85% de células GFP+ lo que 

equivale a una eficiencia de transfección de 85% (Figura 15A). El medio condicionado de estas células, que 

contiene partículas lentivirales, se utilizó para la transducción de células 293T. Tres días después de la 

transducción, la eficiencia de transducción fue de 97% (Figura 15A). Las células transducidas fueron 

seleccionadas en medio con puromicina. Las células control, sin transducción, murieron al día 7 de la 

selección, mientras que las células transducidas continuaron creciendo (Figura 15B). Posterior a 25 días de 

selección con puromicina más del 99% de las células expresaban GFP (Figura 15A). 

En paralelo, se produjeron partículas lentivirales para transducir células 293T y tener la expresión y 

producción de una forma soluble de betaglicano de rata (Rattus rattus) con una etiqueta Myc (sBG-Myc), 

y otras células además con una o dos secuencias putativas de Zip en 3´UTR que favorecen la transferencia 

de ARNm a los exosomas. Debido a las dificultades técnicas para la detección de betaglicano por citometría 

de flujo (Colunga Flores, 2022), no fue posible determinar la eficiencia de transducción o la tasa de 

selección de estas células. Sin embargo, observamos que, de manera similar a las células transducidas para 

producir la GFP, pocas células fueron eliminadas durante la etapa de selección con la puromicina (Figura 

15B) lo que sugiere que se tuvo una transducción y selección exitosa, aunque se necesita confirmar la 

producción de sBG.  

3.3.3 Las células 293T transducidas expresan el ARNm de sBG -Myc 

Para la caracterización de las células 293T-sBG con y sin códigos postales, se midió la expresión del ARNm 

de sBG-Myc a través de RT-qPCR. Se realizó extracción del ARN total de las células seguido de una 

transcripción inversa y los ADNc obtenidos se analizaron por qPCR. En la Figura 16A se muestran los sitios 

de inserción de las secuencias Zip1 y Zip2. En el análisis de qPCR se detectó el ARNm de sBG-Myc solo en 

las células transducidas 293T-sBG Wt, Zip1, Zip2 y Zip1y2, con una expresión estadísticamente más elevada 
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en las células Zip1 y Zip1y2 (2.23 y 1.33 veces más, respectivamente) en comparación con las células 

parentales (Figura 16). Por lo tanto, se demuestra que las células 293T transducidas expresan el ARNm de 

sBG. 

 

 

Figura 15. Generación y selección de células 293T transducidas. Se transfectaron células 293T para producir 
partículas lentivirales (PLVs). Las PLVs se utilizaron para transducir células 293T y generar células con expresión de 
sBG con y sin códigos postales (Zips) y GFP. Las células transducidas se seleccionaron con puromicina. (A) Histogramas 
representativos de la eficiencia de transfección, transducción y selección en células 293T-GFP por citometría de flujo, 
utilizando células 293T parentales como control negativo (lado izquierdo). Imágenes de células 293T-GFP en campo 
claro y luz verde después de la transfección, transducción y selección (lado derecho). (B) Imágenes representativas 
de la selección de células transducidas a los días 3 y 7 de selección. Prntl: Parental; GFP: Proteína fluorescente verde; 
sBG: Betaglicano soluble; Zip: Código postal. Barra de escala: 50 μm. 
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Figura 16. Expresión del ARNm de sBG-Myc en células 293T-sBG. (A) Sitios de inserción de las secuencias Zip1 y Zip2 
en el plásmido de transferencia. (B) Expresión del ARNm de sBG-Myc en células 293T-sBG con y sin códigos postales 
medido por RT-qPCR. Los valores fueron normalizados con el gen RPL32 y expresados a los niveles de las células sBG 
wild type. Representación de los valores individuales, con barras que indican el promedio ± error estándar (n=3). 
Análisis ANOVA de 1 vía con prueba Dunnett. Los valores de p se indican en la gráfica. Prntl: Parental; Wt: Silvestre; 
sBG: Betaglicano soluble; Zip: Código postal; nd: no detectado. normalizado con el gen RPL32.  

3.3.4 Las células 293T transducidas producen y secretan la proteína sBG -Myc 

Como segunda caracterización de las células 293T-sBG con y sin códigos postales se realizó un análisis de 

Western blot para determinar si las células transducidas producían y secretaban la proteína sBG-Myc. Se 

detectó una banda correspondiente al peso molecular estimado del núcleo proteico de sBG-Myc (120kDa) 

en todos los lisados de células transducidas, mientras que no se observó en las células sin transducción o 

parentales (Figura 17A). Después de normalizar la intensidad de señal usando la proteína α-Tubulina, se 

determinó que las células transducidas para producir sBG-Myc sin código postal (Wt) tienen la mayor 

producción de sBG. En los medios condicionados también se detectó el núcleo proteico de sBG-Myc solo 

en las células transducidas, además en las células que contienen el Zip1 o Zip2 se observó una segunda 

banda arriba de 180kDa correspondiente a sBG-Myc con glicosoaminoglicanos (GAGs). En las células 293T-

sBG Zip1 se observó la mayor secreción de la proteína en los medios condicionados, siendo 8 veces mayor 

en comparación con el medio condicionado de las células 293T-sBG Wt (Figura 17B). Con lo anterior se 
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determinó que las células 293T transducidas con sBG, con o sin códigos postales, producen la proteína 

sBG-Myc y la secretan al medio. 

 

Figura 17. sBG-Myc es producido y secretado por células 293T-sBG. Detección de sBG-Myc por western blot en 
lisados celulares (A) y medios condicionados (B) de células 293T parentales y 293T-sBG con y sin códigos postales. En 
la parte superior de las imágenes se muestra la cuantificación de la señal de sBG-Myc/α-Tubulina para lisados 
celulares y sBG-Myc en medios condicionados. A la izquiersa de las imágenes se indican los pesos moleculares de las 
proteínas. Prntl: Parental; Wt: Silvestre; sBG: Betaglicano soluble; Zip: Código postal. Las imágenes de las membranas 
de Western blot sin cortar se muestran en los anexos. 

3.3.5 Las células 293T-sBG-Zip1 expresan de manera estable el sBG-Myc 

Para determinar si la producción de sBG-Myc por las células transducidas era estable, se cultivaron células 

293T-sBG-Zip en presencia y ausencia de puromicina y se evaluó la producción de sBG-Myc por Western 

blot a los días 0, 7 y 14.  En los lisados celulares se observó el núcleo proteico de la proteína sBG-Myc en 

todas las muestras. No se observó una diferencia en la producción de la proteína entre las muestras con o 

sin puromicina (Figura 18A). En los medios condicionados se detectó tanto el núcleo proteico como la 

proteína glicosilada en todas las muestras (Figura 18B). En el día 0, correspondiente a la producción basal, 

se detectó una banda de menor intensidad en comparación con los días 7 y 14, lo que se relaciona con una 
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menor cantidad de proteína. Sin embargo, al comparar la producción de proteína en presencia o ausencia 

de puromicina al día 7 o al día 14, no se detecta una diferencia. A partir de esto se confirma que las células 

293T-sBG-Zip1 tienen una producción estable de la proteína sBG-Myc. 

 

Figura 18. sBG-Myc es producido de forma estable por las células 293T-sBG-Zip1. Western blot de la evaluación de 
la estabilidad de producción de sBG-Myc en lisados celulares (A) y medios condicionados (B) de células 293T-sBG-
Zip1 durante 14 días. A la izquierda de las imágenes se indican los pesos moleculares de las proteínas. sBG: 
Betaglicano soluble. Las imágenes de las membranas de Western blot sin cortar se muestran en los anexos. 

3.4 Caracterización de la presencia del ARNm de sBG en los exosomas de las 

células 293T-sBG  

3.4.1 Los códigos postales no aumentan la transferencia de l ARNm de sBG-Myc a 

exosomas 

Una vez que obtuvimos células con sobreexpresión de sBG se procedió a aislar los exosomas para 

determinar si contenían el ARNm de sBG. Se produjeron medios condicionados de 48h de células 293T 

parentales, 293T-sBG Wt, Zip1, Zip2 y Zip1y2 y se aislaron los exosomas por el método de 
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ultracentrifugación. Adicionalmente también se aislaron los ectosomas. Las muestras obtenidas se 

analizaron por western blot para confirmar la presencia de exosomas. Se evaluó CD81 y Flotilina-2 en las 

muestras de exosomas y ectosomas, y α-Tubulina como control de carga de los lisados celulares. Se 

detectó Flotilina-2 únicamente en los ectosomas derivados de células parentales y sBG-Wt y no se detectó 

el marcador de exosomas CD81 (Figura 19). Flotilina-2 se en encuentra en la mayoría de las muestras de 

exosomas a excepción de los exosomas derivados de las células sBG-Zip2, pero CD81 si se encuentra en 

todas las muestras y no se encuentra en las células, lo que confirma que las muestras obtenidas sí 

contienen exosomas (Figura 19). 

 

Figura 19. Determinación de la producción de ectosomas y exosomas por células 293T-sBG. Western blot de la 
expresión de las proteínas CD81, Flotilina-2 y α-Tubulina en ectosomas (A) y exosomas (B) derivados de células 293T-
sBG. Los pesos moleculares de las proteínas se indican a la izquierda de las imágenes. Cel: Células; Prntl: Parental; 
Wt: Silvestre; Zip: Código postal. Las imágenes de las membranas de Western blot sin cortar se muestran en los 
anexos. 

 

Posteriormente se midieron por RT-qPCR los niveles de sBG-Myc en las células, ectosomas y exosomas. El 

ARNm sBG-Myc se encuentra en todas las células 293T transducidas, con niveles más elevados para los 

ARNm con Zip1 y Zip1y2 en comparación con los ARNm de sBG silvestre (Wt, por sus siglas en inglés) (3 y 
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1.3 veces más, respectivamente) (Figura 20). De la misma manera, sBG-Myc se encuentra presente en los 

ectosomas, con niveles más altos si el ARNm cuenta con una secuencia Zip (8.8 y 2.6 veces más para Zip 1 

y Zip2, respectivamente) o dos secuencias (5.5 veces más para Zip1y2) (Figura 20). En los exosomas, el 

ARNm de sBG-Myc se encuentra también presente, sin embargo, en cantidades 40 veces menores 

comparado con sus células de procedencia (Figura 20). De manera similar a los niveles en las células, se 

detectó en los exosomas un incremento de la cantidad de ARNm de sBG-Myc con una secuencia Zip (Zip1) 

o dos secuencias Zip (Zip1y2) (2.5 y 2 veces más, respectivamente) (Figura 20). Los resultados indican que 

los códigos postales no aumentan la transferencia de ARNm sBG-Myc a los exosomas y que los niveles 

dependen de la cantidad inicial en las células. Sin embargo, en los ectosomas los códigos postales si tienen 

un efecto aumentando la transferencia de ARNm. A partir de estos resultados se decidió continuar 

trabajando únicamente con exosomas derivados de las células sBG-Zip1, al tener mayor cantidad de ARNm 

de sBG en comparación con los exosomas de las otras líneas generadas.  

 

Figura 20. Niveles de los ARNm de sBG-Myc en células, ectosomas y exosomas 293T-sBG. Niveles de los ARNm de 
sBG-Myc con y sin códigos postales, medidos por RT-qPCR en extractos de células, exosomas y ectosomas y 
normalizado con el gen RPL32. Representación de los valores individuales, con barras que indican el promedio ± error 
estándar (n = 3). Análisis ANOVA de 1 vía con prueba Dunnett. Los valores de p se indican en la gráfica. Prntl: Parental; 
Wt: Silvestre; sBG: Betaglicano soluble; Zip: Código postal; nd: no detectado.  
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3.5 Evaluación de la capacidad de los exosomas para entregar al ARNm de sBG 

a células RAW 264.7 e inducir la producción de sBG. 

3.5.1 Medición de la internalización de exosomas por las células RAW 264.7 

Al confirmar que los exosomas contienen el ARNm de sBG-Myc, se evaluó la capacidad de las células RAW 

264.7 para internalizar exosomas y poder ser utilizadas como modelo de células de Kupffer. Además, 

también se decidió evaluar si hay internalización de otro tipo de vesículas extracelulares, como ectosomas. 

Se añadieron entre 0.5 a 2.5μg de exosomas y de 0.5 a 1μg de ectosomas teñidos con SP-DiIC18 a células 

RAW 264.7 por 24h. Se realizó una contra tinción de los núcleos celulares con DAPI y se tomaron 

fotografías con el microscopio de fluorescencia (Figura 21A). Posteriormente se cuantificó por citometría 

de flujo la internalización de vesículas y se obtuvo que más del 95% de las células recibieron exosomas o 

ectosomas desde la concentración más baja (Figura 21B). Además, al aumentar la concentración de 

vesículas se observó un aumento en la intensidad de fluorescencia en las células, lo que sugiere que hay 

mayor número de vesículas internalizadas por cada célula (Figura 21C). Esto confirma que las células RAW 

264.7 pueden internalizar diversos tipos de vesículas, entre ellas exosomas y por tanto funcionar como un 

modelo de células de Kupffer. 

3.5.2 Los exosomas y ectosomas entregan al ARNm de sBG a las células RAW 264.7 

e inducen la producción de sBG 

Para determinar si los exosomas y ectosomas entregaban el ARNm de sBG a las células RAW 264.7 y si 

podían inducir la producción de la proteína, se trataron células RAW 264.7 con 6 o 15 μg de exosomas o 

ectosomas de células 293T-sBG-Zip1 por 24 horas. Evaluamos por RT-qPCR la presencia del ARNm sBG-

Myc en las células y por Western blot la presencia de la proteína en los medios condicionados. La RT-qPCR 

indicó la presencia del ARNm sBG-Myc en las células con tratamiento, aunque en bajas cantidades (Figura 

22A). Los productos de amplificación de la RT-qPCR se corrieron en un gel de agarosa y se detectó una 

banda para sBG-Myc en las células que recibieron exosomas o ectosomas, pero no en el control (Figura 

22B). En el Western blot se observó una ligera banda únicamente en los medios condicionados de las 

células tratadas con exosomas (Figura 22C). Los resultados indican que los exosomas y ectosomas 
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transfieren el ARNm de sBG-Myc a las células RAW 264.7 y que, además los exosomas también inducen la 

producción de sBG-Myc a nivel proteína. 

 

Figura 21. Las células RAW 264.7 internalizan exosomas y ectosomas. Se trataron células RAW 264.7 con exosomas 
y ectosomas y se cuantificó la internalización de vesículas. (A) Imágenes representativas de microscopia de 
fluorescencia de las células; en azul se observan los núcleos y en rojo las células. Barra de escala: 50 μm. (B) 
Histogramas representativos de la internalización de vesículas por las células RAW 264.7. (C) Representación gráfica 
de la intensidad media de fluorescencia de las células que internalizaron exosomas o ectosomas. Cntrl: células sin 
exosomas; MFI: Intensidad media de fluorescencia.  
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Figura 22. Los exosomas entregan el ARNm de sBG a células RAW 264.7 e inducen la producción de sBG. Se trataron 
células RAW 264.7 con exosomas o ectosomas de células 293T-sBG-Zip1 y se determinó la presencia del ARNm de 
sBG-Myc en las células por RT-qPCR y la proteína en el medio condicionado por Western blot. (A) Niveles del ARNm 
de sBG-Myc normalizado con el gen RPL32. Representación de los valores individuales, con barras que indican el 
promedio ± error estándar (n = 3). Análisis ANOVA de 1 vía con prueba Dunnett. Los valores de p se indican en la 
gráfica. (B) Productos de amplificación de la RT-qPCR analizados en gel de agarosa. (C) Western blot de la evaluación 
de la presencia de sBG-Myc en los medios condicionados. Los pesos moleculares de los ADN y de las proteínas se 
indican a la izquierda de las imágenes. Cntrl: Control; sBG: Betaglicano soluble. Las imágenes de las membranas de 
Western blot sin cortar se muestran en los anexos. 
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3.6 Evaluación de la neutralización de la vía de señalización del TGF-β en 

células Hep G2, inducida por los exosomas con ARNm de sBG 

Finalmente evaluamos la capacidad de los exosomas para inducir la neutralización de la vía del TGF-β en 

Hep G2. Se trataron células Hep G2 con medios condicionados de células RAW 264.7 cultivadas con 

exosomas o ectosomas sBG-Zip1. Se utilizaron los medios producidos en el punto 3.5.2. Por medio de 

Western blot medimos la activación de la vía del TGF-β. Con los medios condicionados de ectosomas o 

15μg de exosomas la fosforilación de SMAD2/3 fue igual o mayor a la producida por las células RAW 264.7 

sin tratamiento (Figura 23). Sin embargo, con los medios condicionados de células RAW 264.7 tratadas con 

6μg de exosomas obtuvimos una reducción del 50% en la fosforilación de SMAD2/3, en comparación con 

la fosforilación inducida por las células RAW 264.7 sin tratamiento (Figura 23). Con estos resultados se 

determina que los exosomas cargados con ARNm de sBG pueden neutralizar el TGF-β en un modelo de 

nicho pre-metastásico hepático. 

 

Figura 23. Efecto del medio condicionado de las RAW 264.7 tratadas con exosomas o ectosomas sBG-Zip1 en la 
activación de la vía del TGF-β en Hep G2. (A) Western blot de los niveles las proteínas SMAD2/3 fosforiladas y total 
en células Hep G2 tratadas con medios condicionados de células RAW 264.7 que recibieron exosomas o ectosomas 
sBG-Zip1. Los pesos moleculares de las proteínas se indican la izquierda de las imágenes de Western blot. (B) 
Representación de los niveles de SMAD2/3 fosforiladas normalizados a SMAD2/3 total en las células Hep G2 tratadas. 
CM: Medio condicionado; Cntrl: Control. Las imágenes de las membranas de Western blot sin cortar se muestran en 
los anexos.  
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Capítulo 4.  Discusión  

La metástasis al hígado son tumores que se forman a partir de células cancerosas provenientes de tumores 

de otras partes del cuerpo. El cáncer colorrectal, el cáncer pancreático, el cáncer de mama, el cáncer de 

pulmón y el melanoma son algunos tipos de cáncer que se diseminan al hígado. Cuando los pacientes 

presentan metástasis al hígado las tasas de supervivencia son bajas, desde una supervivencia a 5 años 

entre 20-50% (cáncer colorrectal), hasta una supervivencia media de 6 meses (cáncer pancreático) 

(Tsilimigras et al., 2021). Una vez que las células tumorales salen de los vasos sanguíneos se enfrentan a 

condiciones diferentes a las del tumor primario, razón por la cual la colonización del nuevo órgano es el 

cuello de botella de la metástasis. Para favorecer la colonización y la metástasis el tumor primario crea un 

ambiente favorable en el sitio de metástasis antes de la llegada de las células cancerosas, conocido como 

nicho pre-metastásico. Para formar el nicho pre-metastásico hepático, en el cáncer pancreático se ha 

descrito que el tumor libera exosomas que son captados por las KCs y estas en respuesta secretan TGF-β 

(Costa-Silva et al., 2015). El TGF-β activa a las hStC que en consecuencia liberan fibronectina, en donde 

macrófagos residentes de la medula ósea se adhieren y juntos crean un ambiente favorable para las células 

cancerosas. Debido a que el TGF-β es un punto inicial en la formación del nicho pre-metastásico hepático, 

en este proyecto se planteó utilizar exosomas para transportar ARNm de betaglicano soluble, un inhibidor 

del TGF-β, de modo que se pueda reducir la formación del nicho pre-metastásico hepático y la metástasis 

al hígado. 

Para simular in vitro el nicho pre-metastásico hepático se utilizaron macrófagos RAW 264.7 como un 

modelo de células de Kupffer, los macrófagos residentes del hígado, y células de hepatocarcinoma Hep G2 

como modelo de células estrelladas hepáticas, para evaluar la respuesta de la vía del TGF-β. La activación 

de la vía de la señalización del TGF-β se midió mediante la fosforilación de las R-SMADs, utilizando un 

anticuerpo contra la forma fosforilada de SMAD2 y SMAD3. Sin embargo, en los ensayos realizados 

únicamente se observa una banda, que al compararla con el peso molecular de SMAD2/3 total se 

determina que se trata de SMAD2 fosforilada, por lo que al final, la activación de la vía de la señalización 

del TGF-β se determinó mediante la fosforilación de SMAD2. Las células RAW 264.7 produjeron TGF-β que 

activó la vía de señalización del TGF-β en células Hep G2. Al cultivar las células RAW 264.7 con LPS aumentó 

la fosforilación de SMAD2, lo que sugiere que aumenta la producción de TGF-β, reafirmando lo descrito 

por Ferré et al. (2009) en donde utilizan LPS para estimular la producción de TGF-β1 por las células RAW 

264.7. Naturalmente las células producen el TGF-β en un estado latente, que debe ser activado para poder 

desarrollar su papel como citocina (Aubert et al., 2021). Al utilizar el medio condicionado de las RAW 264.7 
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sin activación, pero tratadas con LPS se observó fosforilación de SMAD2, y al activar el TGF-β en el medio 

hubo mayor fosforilación de SMAD2, lo que indica que en presencia de LPS, en el medio condicionado de 

las RAW 264.7 hay TGF-β tanto en su forma latente como en su forma activa. La activación in vitro del TGF-

β se realizó por un proceso de acidificación que se hipotetiza pudiera afectar la función del sBG. Ya que se 

encontró que en presencia de LPS las RAW producen suficiente TGF-β ya activado para estimular esta vía 

de señalización en células Hep G2, se decidió trabajar con los medios condicionados sin activación, sin 

embargo, no se evaluó si la acidificación tiene un efecto en la función del sBG. 

Para ver el efecto del TGF-β en células Hep G2 a nivel expresión de genes, probamos FN1, considerando 

que en el nicho pre-metastásico hepático el TGF-β activa este gen (Costa-Silva et al., 2015), sin embargo, 

no hubo variación en los niveles de expresión de FN1. Al analizar los CT de los genes amplificados, 

observamos que el CT para el gen de referencia RPL32, que tiene una alta expresión, fue de 18.71 ± 0.153, 

mientras que FN1 presentó un CT de 16.51 ± 0.149 (datos no presentados), lo que indica que FN1 tiene 

una expresión más alta que RPL32. Es por esto que la estimulación de las células Hep G2 con TGF-β no 

aumentó la expresión de este gen, sino hasta concentraciones de 50pM de TGF-β1 recombinante. En el 

cáncer, el TGF-β promueve la invasión y metástasis mediante la inducción de la transición epitelio 

mesénquima. Debido a que las Hep G2 son células de cáncer se decidió buscar genes que se vean 

aumentados por TGF-β en estas células. Se ha reportado que en presencia de TGF-β el marcador de células 

mesenquimales N-cadherina aumenta su expresión, por lo que se decidió evaluar este gen (Lin et al., 

2018). En los resultados observamos que a partir de 10pM de TGF-β por 24 horas aumentó la expresión 

de N-Cadherina. Lin et al. (2018) utilizaron 10μM de TGF-β por 48 horas para inducir la transición epitelio 

mesénquima y con esta concentración observaron un aumento en N-cadherina. Nosotros obtuvimos que 

desde una concentración 1x106 veces menor de TGF-β aumenta la expresión de N-cadherina. Debido a que 

el medio condicionado de las RAW 264.7 no aumentó la expresión de N-Cadherina y que la fosforilación 

de SMAD2/3 es muy ligera, esto sugiere que en las condiciones utilizadas las RAW producen cantidades 

menores de 10pM de TGF-β. A pesar de que las RAW 264.7 producen suficiente TGF-β para inducir la 

fosforilación de la proteína SMAD2 en Hep G2, los niveles no son suficientes para ver un efecto en la 

expresión de genes. 

El modelo utilizado sirve para dar un primer indicio que lo que pudiera suceder en el nicho pre-

metastásico, sin embargo, las células utilizadas no son las mismas que se encuentran en el hígado. Estas 

células se utilizaron debido a que ya se encontraban disponibles en el laboratorio y tienen características 

de interés. Las células RAW 264.7 son macrófagos al igual que las células de Kupffer, sin embargo, son 

aislados de un tumor de leucemia murina. Las células Hep G2 son una línea celular de hepatocarcinoma 
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que tiene buena sensibilidad al TGF-β, pero tienen un fenotipo diferente a las células estrelladas hepáticas. 

Las Hep G2 son células epiteliales, mientras que las estrelladas hepáticas son células mesenquimales que 

naturalmente se encuentran en estado quiescente con baja proliferación y actividad metabólica. Las 

células estrelladas hepáticas se pueden obtener a partir de hígado y realizar cultivo primario, sin embargo, 

el aislamiento es complejo, el tiempo de vida de los cultivos primarios es corto, y estas células al sembrarse 

en placas de cultivo tienen una rápida activación que dificulta los ensayos (Vallverdú et al., 2021). Las 

células Hep G2 al ser una línea celular inmortalizada no presenta las dificultades de cultivo que las células 

estrelladas, y pueden ser utilizadas como modelo para una aproximación de los efectos del TGF-β. Debido 

a que los ensayos se realizaron en un modelo aproximado de nicho pre-metastásico hepático, los 

resultados se deben validar utilizando células de Kupffer y células estrelladas hepáticas, y posteriormente 

en un modelo in vivo. 

Por otra parte, el aislamiento de exosomas con el método de precipitación por PEG generó gran artefacto 

de tinción, creando falsos positivos en la internalización de exosomas, además que el marcador de 

exosomas no se pudo detectar. El aislamiento de exosomas por precipitación con polímeros tiene la 

ventaja de ser un método relativamente sencillo y que no requiere de aparatos especiales, sin embargo, 

es un método que a pesar de tener alto rendimiento tiene baja pureza, ya que sedimenta una mayor 

diversidad de partículas, además de dejar residuos de polímero en las muestras (Gámez-Valero et al., 

2016). 

El método de ultracentrifugación es una buena técnica de aislamiento, sin embargo, fue necesario una 

estandarización larga. Anteriormente se trató de utilizar este método en el grupo de laboratorio utilizando 

el protocolo propuesto por Théry et al. (2006), sin embargo, el campo de investigación en exosomas 

empezaba a crecer y mucha información no se encontraba detallada. Tal es el caso del factor k de 

formación del pellet de los rotores, que no se especificaba en los artículos, y este factor es necesario para 

poder reproducir los resultados y ajustar el tiempo de centrifugación al rotor disponible. Debido a los 

grandes problemas que se han presentado para reproducir resultados publicados, la sociedad 

internacional de vesículas extracelulares (ISEV, por sus siglas en inglés) propuso en el 2018 una guía con la 

información mínima para el estudio de vesículas extracelulares y la publicación artículos relacionados, en 

donde se describe que es necesario especificar el tipo de rotor y el factor k (Théry et al., 2018). 

Los códigos postales no tuvieron un efecto en la transferencia de ARNm a exosomas. Sin embargo, se cree 

que esto es debido al tamaño del ARNm de sBG y no al código postal. El vector pLJM1 utilizado para hacer 

la transducción genera un ARNm de sBG-Myc con una sección 3’UTR muy larga. Posterior al gen de sBG-
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Myc no hay una señal de poliadenilación inmediata para terminar la transcripción, por lo que la polimerasa 

continúa transcribiendo la secuencia lentiviral cPPT/CTS y el gen de resistencia a la puromicina. Al 

terminar, el tamaño del ARNm que se produce es de aproximadamente 4,120nt, de los cuales únicamente 

2,200nt corresponden al sBG-Myc. Para los exosomas se ha descrito que el tamaño de los ARNm presentes 

varía entre 25-4,000nt y preferentemente se encuentran ARNm pequeños (Berardocco et al., 2017; He 

et al., 2015). Esto explica las bajas cantidades encontradas en los exosomas. Además, otro factor que 

puede influir es que los exosomas provenientes de células 293T-sBG-Zip1 son principalmente pequeños, 

con diámetros entre 30 a 50nm. 

Por otra parte, en los ectosomas, que miden arriba de 100nm y hasta 1μm, los niveles de ARNm de sBG 

son 19 veces menores que en las células para los que no contienen códigos postales (sBG-Wt), mientras 

que los que contienen códigos postales tienen niveles 6 veces menores que las células, lo que sugiere que 

los códigos postales sí afectan la transferencia de ARNm a ectosomas. En los ectosomas provenientes de 

células con códigos postales hay 3 veces más ARNm de sBG que en los provenientes de células sBG-Wt. Lo 

que sugiere que la secuencia de 25 nucleótidos es un mecanismo para aumentar la transferencia de ARNm 

a vesículas extracelulares y no específicamente a exosomas. 

Las células RAW 264.7 presentaron una buena internalización de exosomas y ectosomas (>95%), sin 

embargo, debido a las bajas cantidades de ARNm de sBG-Myc encontradas en los exosomas, el ARNm 

transferido a las células RAW 264.7 fue poco y por ende se secretó poco sBG a los medios condicionados. 

A pesar de los bajos niveles de sBG se logró tener un efecto en la neutralización de la vía de señalización 

del TGF-β en Hep G2 con 6μg de exosomas. Con la cantidad mayor de exosomas (15μg) no fue posible ver 

un efecto neutralizante del TGF-β a pesar de que se detectó el ARNm de sBG en las células RAW 264.7 y la 

proteína en el medio condicionado. Por los tiempos solo fue posible realizar el ensayo de neutralización 

una vez, por lo que se sugiere repetir el experimento para evaluar la reproducibilidad de los resultados. 

Finalmente, es necesario mejorar la transferencia de ARNm a los exosomas con el fin de tener un efecto 

terapéutico. Por lo que se sugiere utilizar un sistema que produzca el ARNm de sBG más corto, o utilizar 

otros sistemas de silenciamiento como miRNA o shRNA.  
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Capítulo 5.  Conclusiones 

Se desarrolló un modelo de nicho pre-metastásico hepático utilizando macrófagos RAW 264.7 que activan 

la vía de señalización del TGF-β células Hep G2 de hepatocarcinoma. 

Se modificaron células 293T que expresan la forma soluble del betaglicano de manera estable. Se 

estandarizó un método de aislamiento de exosomas y con este método se aislaron exosomas de las células 

293-sBG produciendo sBG con y sin códigos postales. Estos exosomas contienen el ARNm del sBG. Los 

ectosomas aislados de estas células también contienen el ARNm de sBG. Los exosomas y los ectosomas 

son bien internalizados por las células RAW 264.7 (>95%) y transfieren el ARNm de sBG a las células. Las 

RAW 264.7 traducen este ARNm de sBG a proteína y la secretan al medio.  

El sBG producido por las células RAW 264.7 tratadas con exosomas neutralizó la vía de señalización del 

TGF-β en células Hep G2, sin embargo, el efecto neutralizante se detectó solo en una condición. Esto puede 

ser debido a que las vesículas extracelulares tuvieron bajos niveles del ARNm de sBG y, en consecuencia, 

las células RAW 264.7 recibieron bajas cantidades del ARNm de sBG. 

Se comprobó que los exosomas pueden ser utilizados como vehículos en la entrega de tratamientos del 

tipo ARNm, sin embargo, es necesario aumentar los niveles de ARNm en los exosomas para lograr obtener 

un efecto terapéutico.  
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Anexos 

 

Figura 24. Membranas de Western blot sin cortar correspondientes a las figuras 4A, 4C y 5A. 
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Figura 25. Membranas de Western blot sin cortar correspondientes a las figuras 6A, 9 y 10. 
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Figura 26. Membranas de Western blot sin cortar correspondientes a las figuras 17A, 18A y 19A. 
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Figura 27. Membranas de Western blot sin cortar correspondientes a las figuras 19B, 22C y 23A. 


