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4. Resumen 

La migración celular contribuye al crecimiento y diseminación del cáncer. Los tumores secretan 

factores que atraen a células de tejidos adyacentes y derivadas de la médula ósea (BMDC). Diversos 

receptores acoplados a proteínas G (GPCR) dirigen estos procesos de migración celular. Las 

GTPasas de la familia de Rho, activadas por factores intercambiadores de nucleótidos de guanina 

(RhoGEFs), controlan la reorganización del citoesqueleto durante la migración celular. En este trabajo 

caracterizamos a una población de BMDC que contribuye al crecimiento de tumores. Revelamos su 

repertorio de RhoGEFs y la regulación recíproca que sostienen con células tumorales. Además, 

analizamos la transducción de señales vinculada a su migración. Estas células expresaron 

marcadores Tie2+/CD11b+/CD45+, característicos de monocitos/macrófagos asociados a tumores. 

Tanto BMDCs como células tumorales respondieron a agonistas de GPCRs acoplados a Gi cuya 

señalización vía Gβγ fue fundamental en el proceso. Por western blot demostramos la expresión de 

RhoGTPasas y RhoGEFs regulados por GPCRs, destacando P-Rex1, un efector de Gβγ. 

Caracterizamos que la activación de P-Rex1 depende de receptores acoplados a Gi. Descubrimos que 

mutantes constitutivamente activas de Gαq y Gα13, pero no de Gαi o Gαs, mantienen interacciones 

estables con Gβγ. Además, formaron complejos que pueden incluir a proteínas RGS. Nuestros 

resultados mostraron que el heterotrímero Gi fue más efectivo para liberar a Gβγ y promover 

movimiento celular. Las subunidades Gαq y Gα13 inhibieron que Gβγ estimulara a P-Rex1, así 

como a AKT, y la migración celular inducida por SDF-1/CXCR4/Gi. Una estrategia quimiogenética, con 

receptores acoplados específicamente a Gi o Gq (Gi- o Gq-DREADD), nos permitió confirmar que Gi, 

pero no Gq, estimula a la vía Gβγ/P-Rex1 y la migración celular. Los receptores para LPA, 

acoplados tanto a Gq como a Gi, tuvieron un mejor efecto como activadores de esta vía cuando Gq 

fue inhibida. Nuestros resultados evidenciaron diferencias entre proteínas G heterotriméricas en 

cuanto a su capacidad de señalizar vía Gβγ, demostrando que el efecto mediado por Gi es más 

efectivo que el de Gq y G13, cuyas subunidades Gα parecen inhibir directamente a Gβγ. Estos datos 

ponen de manifiesto que el modelo tradicional de activación de proteínas G heterotriméricas, de 

acuerdo con el cual los receptores promueven el intercambio de nucleótido en Gα y la liberación de 

Gβγ, constituyente habitual de todos los heterotrímeros, requiere ajustes para contemplar la 

participación de efectores que pudieran intervenir para promover la señalización de Gβγ. Esta 

dinámica diferencial tiene un impacto en procesos de quimiotaxis. 
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5. Abstract 

Cell migration plays a critical role in cancer growth and dissemination. Chemotactic factors secreted by 

cancer cells recruit bone marrow-derived cells (BMDC). G protein-coupled receptors (GPCR) control 

BMDC migration to tumors and to future metastatic niches. This process depends on the activation of 

Rho GTPases by guanine nucleotide exchange factors (RhoGEFs), leading to cytoskeleton 

reorganization and cell polarization. Here, we cultured and characterized a pro-tumoral population of 

BMDC, their repertoire of RhoGEFs, their reciprocal regulation with tumor cells and the signaling 

pathways controlling their migration. Using immunocompetent mice, we showed that 

Tie2+/CD11b+/CD45+ (monocytes/macrophages-Tie2+) cells promoted growth of co-inoculated 

carcinoma cells. BMDC- and tumor cell-conditioned media promoted cell migration by activating Gi-

coupled GPCRs with Gβγ playing a fundamental role. Regarding RhoGEFs regulated by GPCRs, P-

Rex1 was particularly enriched in BMDC. We analyzed the mechanistic basis of P-Rex1 activation by 

diverse G protein heterotrimers. We found that constitutively active Gαq and Gα13 mutants, but not Gαi 

or Gαs, maintain stable interactions with the Gβγ, which can also include RGS proteins, and inhibit Gβγ 

interaction with P-Rex1, its chemotactic effector. Moreover, Gαq and Gα13 QL mutants inhibited P-Rex1 

activation as well as that of AKT, and cell migration induced by SDF-1. Using a chemogenetic strategy 

with receptors specifically coupled to Gi or Gq and activated by a synthetic ligand (Gi- or Gq-

DREADD), we confirm that Gi, but not Gq, stimulates the Gβγ/P-Rex1 pathway and cell migration. LPA 

receptors, coupled to Gq and Gi, were more effective activating this pathway when Gq was inhibited. 

Altogether, our results highlight family-specific differences among heterotrimeric G proteins in terms of 

the traditional model of G protein activation by GPCRs, indicating that effectors of Gα might play a role 

to release Gβγ. Our data contribute to explain why chemotaxis mainly occurs via Gi and not other G 

protein heterotrimers, even though all of them contain Gβγ, an essential transducer in this process. 
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6. Introducción 

6.1 El cáncer y los procesos celulares y moleculares que subyacen 

El cáncer es una de las enfermedades que se encuentra en la lista de las primeras causas de 

muerte en México y el mundo. La enfermedad se caracteriza por la desdiferenciación y proliferación 

descontrolada de células comúnmente mutadas en oncogenes que promueven la sobrevivencia, 

división celular y pérdida de la función natural del tejido de donde se originó. Las células malignas se 

multiplican de manera descontrolada hasta formar una masa tumoral que en determinado momento 

alcanza un tamaño y densidad en que los nutrientes y el oxígeno requeridos por estas células no 

llegan adecuadamente; llegado a este punto, se dispara la secreción de factores quimiotácticos y 

angiogénicos para la generación de nuevos vasos sanguíneos que se infiltran para irrigar y nutrir a los 

tumores. La progresión de la enfermedad conlleva que las células malignas continúen invadiendo el 

tejido circundante, desplazando tejido normal, y manipulando células estromales para que 

proporcionen sustento al tumor. Posteriormente las células malignas adquieren capacidades que les 

permiten acceder a la circulación sistémica y trasladarse e implantarse en órganos distantes con un 

ambiente particularmente favorable para su colonización y expansión, alterando nuevamente la 

eficiencia funcional de dicho órgano 1–3 

Para la progresión del cáncer, las células malignas requieren el reclutamiento y contribución de 

células normales para enriquecer el microambiente tumoral y crecer a voluntad. Se sabe que células 

fibroblastos, células endoteliales, pericitos 4, células derivadas de la médula ósea como 

monocitos/macrófagos asociados a tumor 5, células progenitoras de endoteliales 6, T reguladoras, 

MDSCs (Myeloid-derived suppressor cells) 7–9 y prolongaciones neuronales10,11 son reclutados para la 

generación de vasos sanguíneos tumorales, la evasión de la respuesta inmunológica anti-tumoral y el 

enriquecimiento de factores mitogénicos para las células tumorales. En la Figura 1 se muestran 

algunas de las redes de comunicación oncogénica que las células tumorales pueden establecer con 

células del estroma como fibroblastos y endoteliales, células del sistema inmunológico e incluso 

neuronas autonómicas o sensoriales 12. 

En concreto, las células tumorales establecen comunicación con células adyacentes y lejanas 

para reclutarlas con fines oncogénicos. Los factores quimiotácticos derivados de tumores son 
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fundamentales en los procesos patológicos de las células tumorales en el cáncer. Diversos factores 

secretados por células tumorales pueden atraer a células adyacentes como fibroblastos 13,14, células 

endoteliales 15, leucocitos residentes del tejido e inclusive fibras nerviosas periféricas de naturaleza 

sensorial o motora (axonogénesis tumoral) 10–12. Además, los factores derivados de tumores, por su 

distribución sistémica, también pueden reclutar células alejadas como diversas poblaciones derivadas 

de la médula ósea 16. 

 

Figura 1. Comunicación de las células tumorales con diferentes células. Las células tumorales generan y mantienen 

comunicación oncogénica con diferentes tipos celulares, tales como células estromales (fibroblastos y células endoteliales), 

células del sistema inmunológico, células derivadas de la médula ósea e incluso neuronas con funciones autonómicas o 

sensoriales (Cervantes-Villagrana y cols., manuscrito en preparación). 

6.2 Neovascularización tumoral 

 Reclutamiento de células endoteliales y células progenitoras para la 6.2.1

formación de nueva vasculatura 

La neovascularización (neogénesis vascular) o formación de nuevos vasos sanguíneos es un 

proceso indispensable para el crecimiento de tumores primarios y diseminación de metástasis. La 
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neovascularización tumoral ocurre de manera coordinada a través de la ramificación de los vasos 

adyacentes al tumor y de la incorporación de células precursoras que se desplazan desde la médula 

ósea y generan vasos sanguíneos al diferenciarse a células endoteliales, conocidas como células 

progenitoras de endoteliales (EPCs por sus siglas en inglés: Endothelial Progenitor Cells). Estos 

procesos son conocidos como angiogénesis y vasculogénesis, respectivamente, en referencia al 

origen distinto de las células que forman o dan origen a los nuevos capilares y comúnmente estos 

eventos son simultáneos 3,17,18. 

La angiogénesis tumoral, que consiste en la generación de nuevos vasos sanguíneos a partir 

de la ramificación de los vasos preexistentes, ocurre por la proliferación y migración de células 

endoteliales de vasos sanguíneos adyacentes al tumor y también pericitos que intentan recubrir la 

vasculatura tortuosa que se genera en el tumor 19–21. El proceso inicia a partir de la liberación de 

mediadores pro-angiogénicos como VEGF, SDF-1, FGF, EGF, LPA, entre otros, así como de 

exosomas provenientes de células tumorales y células del estroma tumoral 3. 

Por su parte, la vasculogénesis se define como la generación de nuevos vasos sanguíneos 

mediante el reclutamiento de células precursoras circulantes en la etapa postnatal o durante el 

desarrollo 22. Inicialmente la vasculogénesis era considerada un proceso exclusivo de la etapa 

embrionaria dependiente de la migración y diferenciación de células precursoras positivas al receptor 

VEGFR-2 del mesodermo, denominadas como angioblastos y/o hemangioblastos 23. Las células 

progenitoras vasculares incluyen a células progenitoras de endoteliales 6 y células progenitoras de 

pericitos (PPC) 24. Adicionalmente, algunas poblaciones de células hematopoyéticas del tronco 

mieloide también pueden diferenciarse en una población similar a las células endoteliales y otras más 

que pueden participar en la angiogénesis como los macrófagos asociados a tumor, los monocitos 

Tie2+, hemangiocitos, entre otros. Actualmente, es un hecho establecido que los tumores secretan 

sustancias proangiogénicas que reclutan a células derivadas de la médula ósea en respuesta a 

la estimulación de receptores acoplados a proteína G (GPCR, G protein-coupled receptor) y 

receptores acoplados a cinasas. Estos promueven la migración celular desde la médula ósea hasta 

los tumores y futuros nichos metastásicos. El tumor produce y secreta factores como el factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF, vascular endotelial growth factor) y el factor de crecimiento 

placentario (PlGF, placental growth factor) que movilizan a células progenitoras de endoteliales 25, el 

factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, platelet-derived growth factor) que moviliza a 
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células progenitoras de pericitos, y el SDF-1α que recluta y retiene a diversas poblaciones de células 

provenientes de la médula ósea dentro del tumor 26–28. 

Las EPC fueron descritas en 1997 por Asahara y cols., como una población de células 

circulantes CD34+ con marcadores endoteliales como CD31 y VEGFR2 6. Diversos marcadores 

membranales son utilizados como criterio para establecer y estudiar una población de EPC, pero hasta 

el momento no se ha identificado un marcador exclusivo para este tipo celular. El criterio comúnmente 

utilizado para asumir que una población de células de la médula ósea son EPC es la combinación de 

marcadores progenitores/troncales (Sca-1, c-kit o CD34) y marcadores endoteliales (acLDL, CD31, 

VE-cadherin, Tie2 o VEGFR2), en poblaciones celulares con expresión baja o nula de marcadores 

leucocitarios como CD11b o CD45 6,29. 

6.3 Migración y contribución de células derivadas de la médula ósea 
(BMDC) en el desarrollo de tumores y metástasis 

La médula ósea contiene poblaciones celulares que favorecen el desarrollo de tumores. Un 

tumor incorpora a su estroma a diversos tipos celulares que en conjunto favorecen el proceso 

oncogénico. En este proceso, la comunicación entre poblaciones celulares puede ocurrir a distancia a 

través de la secreción de factores que atraen poblaciones celulares derivadas de la médula ósea 

(BMDC por sus siglas en inglés: Bone Marrow-Derived Cells). Una vez incorporadas al estroma 

tumoral, estas células favorecen la proliferación y diseminación de las células tumorales, así como el 

crecimiento de vasos sanguíneos asociados a los tumores (Figura 2, panel superior) 30,31. El papel que 

tienen las células de la médula ósea como promotores del crecimiento tumoral y metástasis, ha sido 

motivo de estudios de frontera que han llevado a la identificación de diversas poblaciones celulares 

que tienen una participación inequívoca en el proceso oncogénico. Las células pro-tumorales que 

derivan de la médula ósea incluyen células progenitoras endoteliales y células del sistema inmune 

como monocitos pro-angiogénicos y leucocitos (Figura 3). Tales poblaciones celulares derivadas de la 

médula ósea, han sido reconocidas por su capacidad para preparar el microambiente en el que se 

establecerán las células tumorales provenientes del tumor primario para formar nichos metastásicos 32. 

Las células hematopoyéticas pro-angiogénicas se originan de la médula ósea y participan activamente 

en la neovascularización tumoral, por definición estas células no formarán parte de la pared del vaso, 

pero liberarán sustancias pro-angiogénicas localizadas en el microambiente de las células endoteliales 

para favorecer la formación y maduración de los vasos sanguíneos (Figura 2, panel inferior). 
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Figura 2. Quimio-atracción de células derivadas de la médula ósea al estroma tumoral. En el cáncer, las células 

tumorales secretan sustancias que difunden a la circulación sistémica hasta la médula ósea donde diferentes poblaciones 

celulares con capacidad de responder son movilizadas fuera de la médula ósea y se trasladan hasta el tumor al que fueron 

atraídas para colonizar y contribuir al enriquecimiento del microambiente y el crecimiento del tumor. De esta manera, se 

establece la comunicación recíproca entre células tumorales, células derivadas de la médula ósea y células endoteliales 

(Cervantes-Villagrana y cols., manuscrito en preparación). 

Comprender a nivel molecular los mecanismos que determinan la respuesta de las células 

derivadas de la médula ósea a factores de origen tumoral, constituye una etapa necesaria en la 

búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas orientadas a interferir con este proceso para evitar el 

crecimiento tumoral y particularmente el establecimiento de metástasis que, como se sabe, son la 

principal causa de muerte en sujetos con padecimientos oncológicos. Además, se vislumbra el 

potencial aprovechamiento de estas poblaciones celulares como vehículos de agentes anti-

oncogénicos 33,34, por su capacidad para desplazarse a sitios en los que se desarrollan metástasis, 

representan alternativas para combatir la diseminación del cáncer hacia sitios que por su ubicación 

son inaccesibles a estrategias quirúrgicas. Esta meta, que se vislumbra a largo plazo, requiere de 

acumular conocimiento sobre las bases moleculares responsables del proceso de reclutamiento de 

células de la médula ósea hacia el estroma tumoral y nichos metastásicos, y la comunicación 

recíproca que se establece entre las BMDC y las células tumorales (Figura 3). 
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Figura 3. Comunicación oncogénica entre células tumorales y células del entorno. La migración celular, como parte 

de la respuesta funcional a la comunicación entre diferentes tipos celulares involucrados en el tumor, es un proceso 

relevante para la progresión del cáncer. Los receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) contribuyen en los diferentes 

procesos asociados al cáncer, en la migración celular son fundamentales para reclutar células protumorales, por ejemplo: 

células endoteliales, macrófagos y MDSCs; pero también para que las células tumorales puedan invadir tejidos adyacentes 

o establecerse en órganos distantes (Cervantes-Villagrana y cols., manuscrito en preparación). 

6.4 Mecanismos de reclutamiento de BMDC a los tumores 

Existen diversas poblaciones celulares incorporadas al estroma tumoral que mantienen la 

comunicación favoreciendo el microambiente permisivo para la proliferación y sobrevivencia de las 

células tumorales, entre ellas se encuentran los fibroblastos, células endoteliales, y células derivadas 

de la médula ósea (células progenitoras de endoteliales, MDSCs, macrófagos proangiogénicos, etc.), 

Figura 4. Esta organización multicelular que favorece el potencial oncogénico de células 

transformadas es establecida mediante la comunicación local y a distancia que depende del 

reconocimiento de sustancias secretadas por los diversos tipos celulares que constituyen al tumor en 

desarrollo. Entre ellas, destaca el poder quimiotáctico del factor derivado del estroma 1 (CXCL-

12/SDF-1) y el poderoso efecto angiogénico del factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF), 
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un agente contra el cual se han desarrollado terapias combinadas que incluyen el uso clínico de 

anticuerpos con poder antitumoral 35–38. 

 

Figura 4. Migración de las células de la médula ósea hacia el tumor y diseminación de las células tumorales hacia 

el hueso. Poblaciones de la médula ósea con características favorables para las células tumorales, son atraídas mediante 

la secreción de factores quimiotácticos y en sentido opuesto, células de la médula ósea pueden secretar factores para 

establecer un ambiente favorable para que se implanten células metastásicas (Cervantes-Villagrana y cols., manuscrito en 

preparación). 

La quimiocina SDF-1 (Stromal cell–Derived Factor-1, SDF-1 o CXCL12) es considerada como 

una de las principales moléculas peptídicas encargada de promover la movilización y retención de 

células de la médula ósea que expresan a los receptores CXCR4 27,39,40, pero también induce la 

migración de células tumorales para metastatizar al hueso, por ejemplo 41,42, circuito de la Figura 4. El 

antagonista del receptor CXCR4, conocido como plexafor o AMD3100, promueve la movilización de 

las células de la médula ósea CXCR4+ y VEGFR1+ en el transcurso de pocas horas, cuando se aplica 

de forma aguda. En contraste, el tratamiento crónico inhibe posteriormente la movilización 43. 

Gradientes de hipoxia en tejido lesionado inducen la expresión de la quimiocina SDF-1 en células 

endoteliales para promover el tráfico de células progenitoras de la médula ósea 40. El reclutamiento de 

células a través de la activación de receptores a quimiocinas como el CXCR4, activado por 

CXCL12/SDF-1, es relevante también en la reaparición de tumores previamente tratados 44,45. La 

recurrencia de algunos tumores que lamentablemente ocurre posterior al tratamiento es consecuencia 

de una terapia antitumoral ineficiente. 
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En el glioblastoma multiforme (GBM) existe recurrencia en el crecimiento de tumores posterior 

al tratamiento con radiación focalizada. Inicialmente el tumor es reducido, sin embargo, en poco 

tiempo vuelve a crecer. En pacientes y modelos animales de GBM se ha determinado la ausencia de 

células provenientes de la médula ósea en el tumor primario, mientras que después del tratamiento 

con radiación, en aquellos pacientes con recurrencia del tumor se detecta infiltración de células 

CD11b+. Por lo anterior, se propone que las células provenientes de la médula ósea que ingresan al 

microambiente del tumor irradiado favorecen su recurrencia. En tal caso, si se evita el ingreso de estas 

células el tumor deja de crecer y sufre una regresión importante. La activación del CXCR4 por SDF-1 

induce el reclutamiento de células Tie2+/CD11b+ y macrófagos (F4/80). Durante el tratamiento, la 

radiación focalizada induce hipoxia en el tumor con la subsecuente activación del factor inducible por 

hipóxia (HIF-1), probablemente por la destrucción de células endoteliales y disminución de la perfusión 

del tumor. La activación de HIF-1 promueve la expresión de SDF-1, en tanto que el tratamiento con un 

inhibidor de HIF-1 (NSC134754) previene la producción de SDF-1 y el reclutamiento de macrófagos 46. 

Los mecanismos mediante los cuales las células del estroma tumoral favorecen el desarrollo de 

tumores coinciden en sus diversas capacidades para secretar quimiocinas, citocinas, factores de 

crecimiento y proteínas de la matriz extracelular 47. La regulación recíproca que se genera una vez que 

las BMDC se han infiltrado al estroma tumoral o bien alcanzan los potenciales nichos metastásicos 

depende de la capacidad secretora de estas células. El receptor para fibronectina α4β1 (VLA-4, 

integrina) es importante para que las células progenitoras (CD34+) derivadas de la médula ósea 

lleguen a los tumores y contribuyan a la neovascularización una vez que se diferencien a células 

endoteliales, células hematopoyéticas o fibroblastos. Los linfocitos expresan al receptor de fibronectina 

α4β1 (VLA-4) y es responsable de la adhesión a VCAM de células endoteliales para la extravasación 

en tejidos inflamados 48; pero además se expresa en células progenitoras circulantes derivadas de la 

médula ósea y éstas pueden integrarse a los tumores mediante el reconocimiento de endotelios 

adhesivos por VCAM, una vez extravasada la célula progenitora, puede diferenciarse en células 

hematopoyéticas o endoteliales para contribuir al crecimiento del tumor. Algunos estudios señalan que 

las células progenitoras derivadas de la médula ósea pueden contribuir al 16% de la vasculatura 

tumoral 49. 

Las terapias anti-angiogénicas inducen hipoxia en el tumor; sin embargo, esto eventualmente 

da lugar a la producción masiva de sustancias pro-angiogénicas como el SDF-1 que recluta a 
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poblaciones heterogéneas de la médula ósea con capacidad pro-angiogénica. La refractariedad de los 

tumores inicia vías alternativas de angiogénesis y quizá la movilización de células progenitoras 

derivadas de la médula ósea para disparar la vasculogénesis 50. 

6.5 Monocitos y macrófagos Tie2+ como células pro-tumorales 
derivadas de la médula ósea 

Los monocitos son reclutados al entorno tumoral donde contribuyen a la proliferación y 

metástasis de las células tumorales y a la vascularización de los tumores, algunas de estas 

poblaciones celulares son los monocitos-Tie2+ (Tie2-expressing monocyte, TEMs) y los macrófagos 

asociados a tumor (Tumor-associated macrophages, TAMs) que pueden o no ser Tie2+. Estas células 

son reclutadas a los tumores por estímulos quimiotácticos como el SDF-1 y el CCL2. Las células que 

expresan el receptor Tie2 en tumores, comprenden tres poblaciones celulares: células endoteliales, 

células progenitoras hematopoyéticas y progenitoras de pericitos 5. La angiopoyetina-1 (Ang-1) 

mantiene estable la vasculatura sanguínea mientras que angiopoyetina-2 antagoniza a la Ang-1, 

desestabilizando a las células endoteliales para promover la angiogénesis, Ang-2 participa en la 

angiogénesis tumoral y su inhibición disminuye la vasculatura tumoral y la infiltración de células 

proangiogénicas Tie2+CD11b+, además potencia el efecto de fármacos quimioterapéuticos 

convencionales 51. 

La angiogénesis es un blanco terapéutico contra el cáncer, las estrategias han sido dirigidas 

contra el VEGF y su vía de señalización, anti-angiogénicos como bevacizumab (anticuerpo anti-

VEGF), sunitinib y sorafenib (inhibidores de la actividad catalítica del receptor). La resistencia de los 

tumores a los tratamientos anti-angiogénicos con bevacizumab se relaciona claramente al 

reclutamiento de macrófagos asociados a tumor 52. El sistema de angiopoyetina-Tie consiste en dos 

tipos de receptores tirosina cinasa (Tie1 y Tie2) y tres ligandos secretados (Ang-1, Ang-2 y Ang-4). La 

Ang-2 es producida por células endoteliales activadas. El ligando de Tie2, angiopoyetina-2 es 

considerado una promesa como blanco terapéutico de segunda generación, el desarrollo de fármacos 

antiangiogénicos puede ser combinado con terapias anti-VEGF/VEGFR 53. Los macrófagos M2 son 

reclutados por células iniciadoras de tumores para suprimir a las células inmunológicas antitumorales, 

promoviendo la proliferación y estimulando la angiogénesis. La activación de la vía de Hippo y YAP en 

las células tumorales, lleva a la secreción de citocinas responsables de atraer a los macrófagos M2 54. 
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6.6 Participación de receptores acoplados a Gi en la migración 
celular polarizada 

Las células tumorales secretan factores que atraen a células endoteliales de los vasos 

sanguíneos adyacentes y a células de la médula ósea. Ligandos como SDF-1, IL-8 (interleucina 8), 

S1P (esfingosina-1-fosfato), PGE2 (prostaglandina E2), entre otros; promueven la angiogénesis 

tumoral. Tanto células tumorales, como endoteliales y de la médula ósea pueden migrar en respuesta 

a ligandos quimiotácticos que activan a receptores acoplados a proteínas G. Entre los GPCRs que 

contribuyen a la migración asociada al cáncer destacan receptores para quimiocinas, entre ellos el 

CXCR4, CXCR2 y CCR2; y receptores para agonistas derivados de lípidos, como los receptores para 

esfingosina-1-fosfato (S1PR), para ácido lisofosfatídico (LPAR) y para PGE2 (EP2). En la Figura 5 se 

muestra el mecanismo fisiopatológico en el desarrollo del cáncer, con énfasis en la contribución de 

GPCRs en la comunicación entre diferentes células involucradas en la progresión de los tumores. Los 

GPCRs quimiotácticos desencadenan cascadas de transducción de señales que promueven el 

movimiento celular polarizado, controlan la localización y activación polarizada de proteínas 

relacionadas a la activación de GTPasas de la familia de Rho, la polimerización de actina y el 

movimiento celular 4,55. 

Los GPCRs de ligandos quimiotácticos comúnmente activan a proteínas G de la familia de Gi. 

La migración celular, en estos casos, involucra particularmente al heterodímero Gβγ 56,57, liberado de 

las proteínas G, como un transductor fundamental para activar efectores que promueven el 

movimiento celular mediante cambios del citoesqueleto. Entre los efectores regulados por Gβγ se 

encuentran algunos RhoGEFs que cuya función es promover el intercambio de GDP por GTP en las 

RhoGTPasas. A su vez, éstas actúan sobre proteínas encargadas de remodelar el citoesqueleto de 

actina. De esta manera, se generan las fuerzas necesarias dentro de la célula para empujar mediante 

la polimerización de actina y el ensamble de fibras necesarias para la contracción celular en dirección 

del ligando quimioatrayente que actúa sobre el GPCR 58–60; por ejemplo, el SDF-1 sobre su receptor 

CXCR4. Las estructuras del citoesqueleto se forman en función de la GTPasa que es estimulada. En 

el caso de la RhoGTPasa Cdc42, ésta promueve la formación de estructuras celulares conocidas 

como filopodios, que son extensiones muy finas de la célula que se extienden en el frente de la célula 

en movimiento, son capaces de explorar el entorno y detectar el estímulo quimioatrayente para guiar a 

la célula en dirección del estímulo atrayente. La RhoGTPasa Rac promueve la generación de 
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estructuras conocidas como lamelipodios, con forma de ―ruffles‖, que simulan olas en el frente celular y 

son requeridas para la migración 61,62. 

 

Figura 5. Contribución de GPCRs en la migración celular asociada a procesos oncogénicos. Las células tumorales 

migran en respuesta a ligandos presentes en el microambiente tumoral. Por ejemplo, la prostaglandina E2 (PGE2) activa a 

receptores EP2 en células tumorales para que invadan el tejido adyacente. Otras células cómplices de las células 

tumorales son reclutadas y manipuladas, en parte por la activación de GPCRs. Células derivadas de la medula ósea 

(BMDC, bone marrow-derived cell) y células endoteliales pueden migrar en respuesta a la activación de GPCRs, como 

CXCR4 y CXCR2, presentes en la superficie celular. Tomada de Vázquez-Prado y cols., 2016 4. 
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6.7 GPCRs en la progresión de tumores y metástasis: Contribución 
de receptores quimiotácticos 

Los receptores acoplados a proteína G o GPCRs, son receptores con 7 pases 

transmembranales y de los cuales existen cerca de 1000 miembros; generalmente monoméricos 

funcionales que activan principalmente a proteínas G compuestas por tres subunidades: Gα, Gβ y Gγ 

63–66. Las proteínas G heterotriméricas son diversas ya que existen distintas subunidades de cada una 

de ellas, generando distintas combinaciones. Con base a la identidad de la subunidad Gα, se conocen 

cuatro principales clases de proteínas G heterotriméricas: Gs, Gi/o, Gq/11 y G12/13 (con vías de 

señalización bien diferenciadas entre ellas 67–69, algunas consideradas clásicas y que son mostradas 

en la Figura 6). Además, esfuerzos de muchos grupos de investigación han ampliado el conocimiento 

de las vías de señalización de estas proteínas G sumando el descubrimiento de nuevos efectores, 

alcanzando gran complejidad y especificidad. 

 Vías de señalización clásicas de los GPCRs: Señalización de Gβγ en el 6.7.1

contexto de la migración celular 

Los GPCRs representan una superfamilia de múltiples receptores divididos en varios 

subgrupos. Un gran reto para la investigación es aclarar los mecanismos que llevan a su activación y 

acoplamiento, tanto a las vías clásicas de las proteínas G como a vías no clásicas, con relevancia 

creciente. Adicionalmente, diversos GPCRs tienen la capacidad de activar a diferentes familias de 

proteínas G por lo que hipotéticamente podrían activar señalizaciones antagónicas (Figura 7, diagrama 

de Venn que agrupa a los GPCRs según las proteínas G que puede activar). Esta diversidad de 

posibilidades hace que los efectos de los GPCRs sean funcionalmente complejos, resultando evidente 

que deben existir mecanismos de integración que expliquen sus efectos fisiológicos y patológicos. 

Los agonistas inducen cambios conformacionales en los receptores constituidos por 7 

segmentos transmembranales unidos por tres asas a cada lado de la membrana, de forma tal que 

éstos exponen sitios de las asas intracelulares y el extremo carboxilo para unir con alta afinidad a las 

proteínas G correspondientes 66,69–71. Esta unión favorece el intercambio de nucleótido de GDP por 

GTP en la subunidad Gα y la liberación del heterodímero Gβγ. Por lo tanto, según el modelo clásico, la 

activación de cualquier proteína G lleva a la disociación de la subunidad Gα-GTP y el dímero Gβγ, 

resultando en estados activos que puede asociarse con sus efectores correspondientes, 

estimulándolos. Sin embargo, diversos grupos reportaron que la migración inducida por GPCRs es 
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dependiente la señalización del dímero Gβγ derivado de Gi, pero no de otros heterotrímeros 72,73. Los 

receptores para quimiocinas se acoplan, principalmente, a la proteína Gi. Aunque algunos muestran 

acoplamiento múltiple, sus acciones quimiotácticas generalmente son sensibles a toxina pertusis, lo 

que confirma el papel de Gi y no de otras proteínas G en la migración quimiotáctica. 

 

Figura 6. Vías de señalización clásicas de los receptores acoplados a las proteínas G representativas. A) Vía de 

señalización de Gs y Gi. La activación de una proteína Gs, por un GPCR, ocurre por el intercambio de GDP por GTP en la 

subunidad Gαs, promoviendo su separación de Gβγ. Una vez libre, la subunidad Gαs-GTP activa directamente a la enzima 

membranal adenilatociclasa (AC), misma que produce AMPc a partir de ATP. El AMPc estimula a proteínas como la cinasa 

PKA mediante la unión de 4 moléculas de este segundo mensajero a las subunidades reguladoras. Esto conduce a la 

liberación de las dos subunidades catalíticas que fosforilan a diversos sustratos, entre ellos el factor de transcripción 

CREB, que como resultado se trasloca al núcleo y comienza la expresión de genes clave. Por el contrario, Gαi-GTP inhibe 

al adenilato ciclasa. B) Señalización de Gq. La subunidad Gαq-GTP activa directamente a la fosfolipasa Cβ (PLCβ) que 

hidroliza al fosfatilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) para producir inositol-3,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 activa 

al receptor para IP3 en el retículo endoplásmico, un canal que al abrirse permite la salida de Ca2+ al citosol y el DAG 
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producido y el incremento de calcio intracelular activan a cinasas como PKC. En el caso de G12/13, las subunidades Gα de 

estos heterotrímeros activan directamente a GEFs para Rho que cuentan con un dominio homólogo a RGS. Cabe señalar 

que, si bien todos los heterotrímeros cuentan con Gβγ, la señalización por este heterodímero parece ser diferencial 

(Cervantes-Villagrana y cols., manuscrito en preparación). 

 

Figura 7. Diagrama de Venn del acoplamiento preferencial de los GPCRs a las 4 familias de proteínas G 

heterotriméricas. La mayoría de los GPCRs tienen acoplamiento a Gi. De 245 receptores representados, 76 tienen 

acoplamiento exclusivo de Gi, 33 a Gq, 24 a Gs, y sólo 3 a G12/13. Acoplamiento a Gi en azul, para Gs en verde, Gq/11 en 

amarillo y G12/13 en rojo. Resulta evidente que muchos receptores se acoplan a múltiples proteínas G. Tomada de la base 

de datos en: gpcrdb.org. 

La migración de células de la médula ósea y células tumorales puede desencadenarse 

mediante la señalización de receptores a quimiocinas, estos GPCRs son acoplados de manera clásica 

a la proteína Gi; sin embargo, algunos de ellos pueden activar a otras proteínas G. Se considera que 

parte de la efectividad de estos GPCRs quimiotácticos se debe a la participación del heterodímero Gβγ 

4,56. La evidencia sugiere que la activación de sus efectores, como PI3Kβ, PI3Kγ y P-Rex1, es 

fundamental para la migración celular inducida por GPCRs quimiotácticos 4. 

La quimiocina SDF-1/CXCL12 tiene efectos oncogénicos activando a receptores CXCR4 que 

señalizan vía proteínas G heterotriméricas, activando RhoGTPasas en eventos de migración y 

metástasis. Además, el bloqueo de esta quimiocina inhibe la vascularización tumoral y el desarrollo de 

tumores cerebrales. El SDF-1, a través del receptor CXCR4, es la principal molécula encargada de la 
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movilización de EPC desde la médula ósea. La sobreexpresión experimental del CXCR4 en EPC, 

mediante vectores virales, incrementa el reclutamiento y re-endotelización con EPC en arterias 

carótidas dañadas 74. La señalización del CXCR4 controla la retención y migración de células de la 

médula ósea. De hecho, antagonistas de CXCR4 disminuyen el crecimiento de tumores en ratones 

BALB/c desnudos, inoculados con células tumorales (vía subcutánea con 8 millones de células 

Colon38 o bien, Panco2); mediante inhibición de la angiogénesis independiente de VEGF 75. También 

está demostrado que los receptores CXCR4 estimulan a la GTPasa Rac, con la intervención del GEF 

P-Rex1, en células endoteliales que migran y forman cordones endoteliales in vitro como 

consecuencia de la activación de esta vía 76. 

 Señalización de Gβγ en migración celular 6.7.2

El heterodímero Gβγ juega un papel fundamental en la migración celular quimiotáctica 

estimulada por receptores acoplados a proteínas Gi 56,57. Esto fue inicialmente establecido mediante el 

uso de inhibidores que compiten en la unión de Gβγ con sus efectores, tales como construcciones 

derivadas del carboxilo terminal de la cinasa GRK2 77, así como por la sobreexpresión de Gα que 

captura al heterodímero. Gβγ activa a efectores involucrados en la migración celular, como RhoGEFs 

y a PI3Kβ/γ 78,79, la cual fosforila lípidos para producir en la cara interna de la membrana plasmática a 

PIP3, un segundo mensajero reconocido por proteínas involucradas en la migración celular que son 

reclutadas de manera polarizada a la membrana. 

En el caso de neoplasias, además de mutaciones que han sido detectadas en las subunidades 

Gα (presentes en el 4-5 % de todos los canceres humanos) 80, destacan estudios en los que sen han 

detectado mutaciones en Gβ cuya expresión correlaciona con la activación de vías celulares 

asociadas al cáncer. Al ubicar tales mutaciones en la estructura tridimensional de Gβ se encontró que 

se localizan en la interfaz que regularmente reconoce a la α-hélice de la primera sección del dominio 

de GTPasa de la subunidad Gα (GNB1 K89E). Las mutaciones GNB1 K89E, I80T, K57E 

disminuyen la unión con Gαi2, Gαi3, Gαq/11 y Gα13 y promueven la transformación maligna de las 

células y la resistencia farmacológica a inhibidores de cinasas 81. Estas evidencias sugieren que la 

asociación que Gβγ establece con la region amino de Gα es fundamental para mantener el control en 

la señalización de este heterodímero y permiten sugerir que una alteración en esta interfase conduce a 

un fenotipo exacerbado. 
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La generación de segundos mensajeros lipídicos por la PI3K (Phosphoinositide-3-kinase) está 

intrínsecamente asociada a la activación de RhoGEFs. Para el caso de P-Rex1, existe una correlación 

directa de la vía. En mieloma múltiple, por ejemplo, tanto la PI3K como la cinasa AKT están 

sobreexpresadas. En este caso, el tratamiento con un inhibidor de la PI3Kδ/γ, bloquea la migración 

inducida por SDF-1, el crecimiento de los tumores y aumenta la sobrevivencia en modelos murinos 

(células U266) 82. 

6.8 Factores intercambiadores de nucleótidos de guanina de 
GTPasas de Rho (RhoGEFs) y las RhoGTPasas como efectores 
quimiotácticos 

Los tumores secretan factores que estimulan a receptores con actividad de cinasa de tirosina 

(receptores para factores de crecimiento como el VEGF, EGF y HGF), así como a receptores 

acoplados a proteínas G (por ejemplo, los receptores CXCR4 y CCR2). Todos estos receptores 

generan cascadas de transducción de señales que activan mecanismos de movimiento celular, 

fundamentales en la participación de células de la médula ósea en el desarrollo de tumores y 

metástasis. 

Las RhoGTPasas como Rac, Rho, Cdc42 y RhoJ, son miembros de la superfamilia de 

GTPasas pequeñas representada por Ras (150 GTPasas conforman la superfamilia en humanos y son 

clasificadas en 5 subgrupos: Ras, Ran, Rho, Rab y Arf). En el caso particular de la familia de Rho, 

existen 20 RhoGTPasas y contribuyen en la dinámica del citoesqueleto para proveer adhesión, 

polaridad y movilidad celular en dirección a un estímulo quimioatrayente 83–85. En estado inactivo, las 

RhoGTPasas se encuentran unidas a GDP. Pasan a un estado activo cuando intercambian el GDP por 

GTP, para reconocer a sus proteínas efectoras (Ver Figura 8). Para ser activadas, las RhoGTPasas 

requieren estar ancladas a la cara interna de la membrana plasmática; esto lo hacen mediante una 

modificación pos-traduccional en su extremo carboxilo, en el que tienen una isoprenilación que les 

permite contar con una pequeña extensión hidrofóbica para insertarse en la membrana fosfolipídica 86. 

La actividad de las RhoGTPasas es modulada por 3 tipos de proteínas principales que responden a 

señales transducidas por receptores membranales: los RhoGEFs, RhoGAPs y RhoGDIs (Figura 8). 

Los RhoGEFs o factores intercambiadores de nucleótidos de guanina (Rho-Guanine Nucleotide 

Exchange Factors), son proteínas que, como su nombre lo dice, favorecen el intercambio de 

nucleótido de GDP a GTP en la GTPasa, conduciendo al estado activo que estimula a los efectores 
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correspondientes 87–89. Es decir, los RhoGEFs encienden el switch constituido por la GTPasa para el 

reordenamiento del citoesqueleto de actina. Existen alrededor de 80 RhoGEFs de la familia Dbl (tienen 

el dominio DH con la función de activar a las RhoGTPasas) 90. Además, existe otra familia de 

RhoGEFs de la familia DOCK y esta conformada por 11 miembros, tienen una región de homología a 

DOCK (DHR2, DOCK-homology region 2) con la función de activar a la GTPasa, y un dominio DHR1 

que interacciona con fosfolípidos para localizarse en membrana plasmática 91. 

Los RhoGAPs son proteínas que estimulan la actividad GTPasa (Rho-GTPase-Activating 

Proteins). En contraste con los RhoGEFs, los RhoGAPs favorecen el estado inactivo de la 

RhoGTPasa. Específicamente, los RhoGAP promueven que las GTPasas, como switches 

moleculares, se apaguen al contribuir a que éstas hidrolicen al GTP, dejando en un estado con GDP + 

fosfato inorgánico (Pi) que eventualmente se disocia 62,92. Existen alrededor de 70 RhoGAPs 92. 

Finalmente, los RhoGDIs (Rho-specific guanine nucleotide dissociation inhibitor) son proteínas 

que secuestran en el citosol a las RhoGTPasas en un estado unido GDP, ocultando la isoprenilación 

de la RhoGTPasa para evitar su localización en membranas fosfolipídicas y de esta manera evitan que 

puedan ser activadas por RhoGEFs en el plano interno de la membrana plasmática 93–96. Únicamente 

existen tres RhoGDIs. 

De manera clásica, las RhoGTPasas están localizadas en el polo de avance de células durante 

la migración polarizada (Figura 8B). Las GTPasas Cdc42 y Rac contribuyen a establecer la polaridad 

(particularmente Cdc42), respondiendo a los estímulos para proporcionar direccionalidad y avance 

frontal de la célula, mientras que en el polo trasero, o de arrastre, la GTPasa Rho orquesta la 

retracción mediante las fibras de estrés y contracción de los filamentos de actina por miosina, 

proporcionando el impulso necesario para empujar el movimiento celular desde atrás 97. 

En fechas más recientes, la GTPasa RhoJ ha despertado interés en el campo de la 

angiogénesis y en particular en la angiogénesis tumoral. Esta GTPasa pequeña se ha encontrado 

expresada principalmente en células endoteliales tumorales, donde da lugar a la formación de 

estructuras similares a filopodios, con una actividad parecida a la de Cdc42. En modelos 

experimentales, el knock down de RhoJ en células endoteliales disminuye el crecimiento de tumores 

de pulmón y mama. Además, una disminución en la expresión de RhoJ potencia los efectos citotóxicos 

de fármacos como el cisplatino y los efectos anti-angiogénicos de anticuerpos para VEGF y el 
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destructor de vasos combastatina 2-fosfato. En muestras de pacientes, la expresión alta de RhoJ 

correlaciona con metástasis. La inhibición de RhoJ en células endoteliales disminuye su migración y 

angiogénesis e incrementa la permeabilidad por incremento de la cascada de Rho 98. 

 

Figura 8. Mecanismos de activación e inactivación de las RhoGTPasas. A) Las RhoGTPasas son activadas en el 

plano interno de la membrana plasmática mediante el intercambiador de nucleótido de guanina (RhoGEF), esta proteína al 

ser activado su dominio catalítico DH, induce el intercambio de GDP por GTP en la GTPasa, generando la forma activa de 

la GTPasa en la cual puede activar a sus diferentes efectores. Las GTPasas unidas a GTP son inactivadas mediante la 

hidrólisis del GTP a GDP por proteínas activadoras de la GTPasa (RhoGAPs). Además, existen proteínas que pueden 

secuestrar a las GTPasas en el citoplasma, los RhoGDI que interaccionan con las GTPasas y atrapan la isoprenilación de 
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la GTPasa para internalizarla en el citosol, en un estado inactivo. B) Migración celular polarizada, las RhoGTPasas Cdc42 

y Rac se localizan en el frente de la célula para inducir la polimerización de actina y formación de las estructuras como 

filopodios y lamelipodios, respectivamente; mientras que en el polo trasero de la célula se generan fibras de estrés para la 

retracción (Cervantes-Villagrana y cols., manuscrito en preparación). 

Las RhoGTPasas, una vez activadas por los RhoGEFs, interaccionan con sus efectores para 

llevar a efectos celulares particulares. Dentro de ellos, los cambios en el reordenamiento del 

citoesqueleto para la migración celular son efectos funcionales interesantes que estudiar por su papel 

implícito en los mecanismos que subyacen la historia natural del cáncer. En particular, el ciclo de 

activación de las GTPasas de la familia de Rho está intrínsecamente vinculado a procesos de 

reorganización del citoesqueleto que controlan ajustes en la forma celular y el movimiento 

quimiotáctico para la migración celular. Por lo tanto, los activadores directos de estas GTPasas, cuya 

diversidad se ubica en el orden de varias decenas de proteínas, codificadas en ~80 genes, están 

situados en puntos clave de las cascadas de transducción de señales que integran, de manera 

específica, una respuesta a estímulos derivados de tumores 83,86,87. Por ejemplo, y dada su naturaleza 

estructural, caracterizada por la existencia de múltiples dominios, pueden servir como soporte para el 

establecimiento de complejos multi-proteicos que determinan la comunicación recíproca que enriquece 

el microambiente tumoral y favorece el establecimiento de metástasis. 

 

Figura 9. Dominios de los principales RhoGEFs activados por GPCRs: RGS-RhoGEFs y P-Rex1/2. El grupo de los 

RGS-RhoGEFs está conformado por LARG (ARHGEF12), PDZ-RhoGEF (ARHGEF11) y p115-RhoGEF (ARHGEF1); todos 

ellos cuentan con un dominio homólogo a RGS (que es reconocido por el estado activo de las subunidades Gα12/13) 

adyacente al dominio catalítico DH; tanto LARG como PDZ-RhoGEF, tienen además un dominio PDZ en el extremo amino. 

El grupo de P-Rex1 está conformado por el P-Rex1 y P-Rex2, que además del módulo catalítico cuentan con dos dominios 

DEP y dos PDZ ubicados en tándem (Cervantes-Villagrana y cols., manuscrito en preparación). 
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Los RhoGEFs son proteínas multi-dominio que integran cascadas de señalización de receptores 

membranales para activar selectivamente a una o varias GTPasas de la familia de Rho. Su acción 

catalítica se ubica en sus dominios intercambiadores de nucleótidos de guanina DH (Dbl Homology) y 

comúnmente incluye la intervención de un dominio PH (Pleckstrin Homology) adyacente. Además, los 

RhoGEFs difieren entre sí por una amplia variedad de dominios adicionales y por la especificidad del 

dominio DH que puede ser exclusivo o activar a varias GTPasas 83,86. Tal diversidad estructural define 

la capacidad de integrar diversas vías de señalización. En un estado activo, los RhoGEFs se asocian a 

la cara citosólica de la membrana celular, comúnmente mediante la interacción del dominio PH con 

fosfoglicéridos membranales, donde llevan a la activación de GTPasas disponibles que se encuentran 

ancladas en la membrana 86. Algunos ejemplos de RhoGEF se muestran en la Figura 9. Los RhoGEFs 

LARG, PDZ-RhoGEF y p115-RhoGEF, tienen el modulo catalítico (DH-PH) en el centro de la 

molécula, mientras que en los GEFs P-REX1 y 2, éste se encuentra en el extremo amino. Los 

dominios adyacentes al módulo catalítico regulan la activación e inhibición del GEF y pueden tener 

funciones independientes a las vías de RhoGTPasas, mecanismos que se encuentran en 

investigación. 

Existen ~68 RhoGEFs codificados en el genoma de ratones y son expresados diferencialmente 

en los tejidos 99. Identificar e inhibir aquellos RhoGEFs que activan a las RhoGTPasas indispensables 

para el movimiento polarizado en las células derivadas de la médula ósea hacia los tumores y nichos 

metastásicos, sería una estrategía terapéutica interesante. 

 RhoGEFs activados por GPCRs 6.8.1

Entre los DH-RhoGEFs existen algunos que son activados directamente por las proteínas G, 

algunos de ellos por la subunidad Gα, mientras que otros por el dímero Gβγ (Figura 10). En su estado 

unido a GTP, la subunidad Gαq activa a ARHGEF28, p63-RhoGEF y TRIO 100–102; las subunidades 

Gα12/13 a LARG, PDZ-RhoGEF, p115-RhoGEF 103–105 (algunos grupos han propuesto que también a 

MCF2, ARHGEF2, y ARHGEF28, mismos que no cuentan con dominios homólogos a RGS). Por su 

parte, el dímero Gβγ interacciona y activa a P-Rex1 y P-Rex2 106,107 (en este caso además se han 

mencionado a PLEKHG2, p114-RhoGEF, ARHGEF5 y MCF2 como posibles efectores. P-Rex1 y P-

Rex2 son RacGEFs que además de Gβγ responden al PIP3 (Figura 11), producido por PI3Kβ/γ, por lo 

que puede ocurrir una acción sinérgica en respuesta a Gβγ y PIP3 o bien ser exclusivamente activados 
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por PIP3 en el caso de cascadas que involucran a la PI3K, pero no a Gβγ, como las activadas por 

receptores del tipo de cinasas de tirosina que reconocen a factores de crecimiento. 

 

Figura 10. RhoGEFs reconocidos por proteínas G heterotriméricas. Los RhoGEFs marcados en el recuadro azul 

establecen interacciones con el dímero Gβγ (P-Rex1/2, PLEKHG2, p114-RhoGEF, ARHGEF5, MCF2/Dbl), mientras que 

los RhoGEFs en el recuadro rojo son reconocidos por subunidades Gαq (ARHGEF28, p63-RhoGEF y TRIO) y Gα12/13 

(MCF2/Dbl, ARHGEF2, LARG, PDZ-RhoGEF, p115-RhoGEF y ARHGEF28). Las interacciones generalmente conducen a 

la activación, si bien no en todos los casos mostrados esto ha sido formalmente demostrado. Las subunidades de las 

proteínas G se encuentran señaladas en el lado izquierdo de la Figura mientras que las RhoGTPasas que son activadas 

por los RhoGEFs representados se encuentran a la derecha de la Figura. Tomada de Vázquez-Prado y cols., 2016 4. 
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La investigación continua en determinar los mecanismos de activación de cerca el centenar de 

RhoGEFs que existe, dentro de los cuales seguramente se encontraran algunos más que puedan ser 

activados directamente por subunidades de las proteínas G y que resulten relevantes en el contexto 

de la migración celular asociada al cáncer, particularmente aquellos que sean activados por Gβγ que 

es responsable de la polaridad y migración celular. 

 El RacGEF P-Rex1, un efector quimiotáctico de Gβγ en la migración celular 6.8.2

dependiente de GPCRs 

La señalización del dímero Gβγ es responsable de la polarización y migración celular 

dependiente de GPCRs, particularmente su señalización es efectiva cuando proviene de Gi pero no 

parece ser relevante en otros heterotrímeros 56,57,72. Gβγ tiene efectores quimiotácticos que 

contribuyen en la migración celular como las cinasas de fosfolípidos PI3Kβ y PI3Kγ 73,78,79, pero 

también activa al RacGEF P-Rex1 por tres diferentes mecanismos hasta ahora descritos (Figura 11). 

El primero consiste en la interacción directa de Gβγ libre con P-Rex1, particularmente se señala la 

interacción con el dominio DH para activar al GEF 106. Simultáneamente, Gβγ libre puede interaccionar 

y activar a PI3Kβ/γ para producir PIP3 en la membrana plasmática donde el dominio PH de P-Rex1 

(adyacente al dominio catalítico DH) se asocia para llevar a la activación máxima del GEF 106,108,109. 

Por otra parte, un tercer mecanismo se explica porque Gβγ interacciona con mTOR para promover la 

activación del complejo de cinasa 110, y se ha demostrado que el complejo de mTOR interacciona 

directamente con los dominios DEP-DEP de P-Rex1 llevando a la activación del GEF y a la migración 

celular 111, el mecanismo de esta activación podría ser únicamente por la interacción o quizá la 

fosforilación de P-Rex1 por mTOR en un sitio hasta ahora desconocido. Los avances en la 

caracterización de las proteínas que interaccionan con P-Rex1 y la acumulación de información de la 

contribución de Gβγ, nos lleva a postular a P-Rex1 como una proteína de andamiaje quimiotáctica 

(chemotactic scaffold) que soporta la interacción de varias proteínas donde Gβγ orquesta el ensable 

de los elementos sobre P-Rex1 para generar vías de señalización eficientes (por ejemplo, 

Gβγ/PI3K/AKT/P-Rex1/Rac, o bien, Gβγ/mTOR/AKT/P-Rex1/Rac) y muy relevantes en el contexto de 

la migración asociada al cáncer 4. Sin duda, profundizar en las vías de señalización y la regulación 

molecular de proteínas responsables de la migración celular, es de particular interés para la 

comprensión de las bases moleculares de procesos fisiológicos y patologícos con una perspectiva a la 

búsqueda de blancos terapéuticos. 
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Figura 11. Mecanismos de modulación de P-Rex1. Múltiples evidencias señalan que P-Rex1 es necesario para que 

algunos tipos celulares puedan migrar eficientemente, como es el caso de células tumorales y células endoteliales. Esto ha 

llevado a pensar que el RacGEF P-Rex1 puede funcionar como una proteína de andamiaje quimiotáctica. Al ser una 

proteína multidominio, puede interactuar con diversas proteínas relacionadas a la polaridad y migración celular. A través 

del dominio DH, P-Rex1 activa a Rac para llevar a cambios del citoesqueleto para formar lamelipodios y que la célula 

pueda migrar. Diferentes proteínas que interaccionan con dominios adyacentes al DH modulan al GEF. El extremo 

carboxilo del receptor S1P1 interactúa con los dominios PDZ-PDZ; la cinasa mTOR, particularmente el complejo 2, 

interactúa con los dominios DEP-DEP para promover la activación de P-REX1. Pero los mecanismos más estudiados son 

vía PIP3 y su interacción con el dominio PH, así como la interacción de Gβγ con el domino DH. En contraste, la PKA puede 

fosforilar directamente el dominio DEP1 en la Ser436, o bien promover múltiples fosforilaciones, de manera indirecta, en el 

extremo carboxilo de P-Rex1 que favorecen interacciones intramoleculares inhibitorias. Tomada de Vázquez-Prado y cols., 

2016 4. 
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7. Justificación 

En el cáncer, la comunicación y migración celular son procesos fundamentales para el 

crecimiento de tumores y su diseminación metastásica hacia órganos distantes. En dicho proceso, 

células derivadas de la médula ósea (BMDC) son reclutadas siguiendo el gradiente de factores 

secretados por células que conforman al tumor. Una vez incorporadas al microambiente tumoral, las 

BMDC contribuyen al proceso neoplásico. La migración celular y angiogénesis requieren de la 

activación de cascadas de señalización, generadas por receptores de sustancias pro-

angiogénicas, que conducen a la activación de RhoGEFs→RhoGTPasas dando lugar a la 

reorganización del citoesqueleto para generar un fenotipo móvil. Estas GTPasas (~20 proteínas) 

son activadas por intercambiadores de nucleótido de guanina (RhoGEFs), de los cuales se conocen 

62 codificados en el genoma del ratón expresados diferencialmente y activados en la señalización 

generada por receptores membranales. Actualmente se desconocen los RhoGEFs que se expresan 

y que contribuyen a la migración de BMDC pro-tumorales inducida por factores pro-

angiogénicos liberados de tumores. Consideramos que algunos RhoGEFs, mismos que 

identificaremos durante el desarrollo de este proyecto, son fundamentales en la migración polarizada 

de BMDCs hacia los tumores, mediante la activación de RhoGEFs/GTPasas a través de receptores 

acoplados a proteínas Gi, principalmente. Por ello determinaremos cuáles RhoGEFs están expresados 

en BMDCs pro-tumorales, y en modelos celulares evaluaremos el mecanismo de regulación de una 

vía estimulada por SDF-1, un agonista fundamental para controlar la movilización de células de la 

médula ósea. Particularmente, siendo que este agonista es reconocido por receptores acoplados a 

proteínas G, el eje SDF-1/CXCR4/Gi podría conducir a migración celular vía Gβγ/P-Rex1/Rac. Esto 

potencialmente estaría relacionado con el reclutamiento de BMDCs hacia el microambiente tumoral. 

Puesto que la migración dependiente de GPCRs es comúnmente asociada a la activación de 

proteínas Gi y particularmente a Gβγ, es de relevancia dilucidar por qué la señalización de Gβγ es 

presumiblemente más eficiente si es liberada de una proteína Gi y no de otras como Gq o G13, esto 

podría explicar la naturaleza de los receptores de quimiocinas (todos acoplados a Gi), la migración 

dependiente de Gi cuando es inducida por GPCRs con acoplamiento múltiple (Gi, Gq, G13, por 

ejemplo) y justificar la farmacología coadyuvante contra el cáncer enfocada en la inhibición de la vía 

de señalización de receptores acoplados a Gi→Gβγ/RhoGEFs/RhoGTPasas. 
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8. Hipótesis y Objetivos 

 

8.1 Hipótesis 

Una población seleccionada de células de la médula ósea exhibe una expresión diferencial de 

RhoGEFs fundamentales en la migración quimiotáctica inducida por quimiocinas del microambiente 

tumoral como el SDF-1 vía CXCR4/Gi. 

 

8.2 Objetivo 

Caracterizar a una población pro-tumoral de la médula ósea en términos de la regulación 

recíproca que sostiene con células tumorales y los mecanismos moleculares relevantes para su 

migración. 

 

8.3 Objetivos Particulares 

 Caracterizar una población de células de la médula ósea que contribuyen al desarrollo de 

tumores, con énfasis en la comunicación recíproca por activación de vías de señalización y 

migración celular. 

 

 Caracterizar de forma comparativa la expresión de RhoGEFs en las células pro-tumorales 

derivadas de la médula ósea respecto a la médula ósea fresca con el fin de identificar RhoGEFs 

expresados diferencialmente. 

 

 Caracterizar los mecanismos moleculares que determinan el efecto quimiotáctico de agonistas 

como el SDF-1, relevante en el microambiente tumoral, con énfasis en la participación de 

RhoGEFs regulados por proteínas G, que pudieran estar expresados diferencialmente en 

células pro-tumorales derivadas de la médula ósea. 
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9. Material y Métodos 

9.1 Cultivos Celulares 

 Cultivo primario de células derivadas de la médula ósea (BMDCs, Bone 9.1.1

Marrow-Derived Cells) de ratones 

Preparación de cajas Petri para cultivo de médula ósea 

Las células de la médula ósea recién extraídas tienen una baja eficiencia de adhesión a las 

cajas de Petri, por ello es necesario facilitar la adhesión de las células de la médula ósea mediante el 

recubrimiento de las cajas Petri (Corning) con una matriz extracelular. Para recubrir las cajas se utilizó 

ProNectin (Fibronectin-like Engineered Protein Polymer-Plus Genetically Engineered, Sigma-Aldrich, 

cat F8141), una proteína de matriz extracelular modificada (con múltiples copias de motivos RGD: Arg-

Gly-Asp, Arginina-Glicina-Aspartato) que favorece una mejor adhesión de células de la médula ósea, 

según lo reportado 29. Dentro de una campana estéril, se preparó la ProNectin añadiendo 1 mL al vial 

que contiene 1 mg para obtener el stock de 1 mg/mL. Para recubrir las cajas se preparó cada vez la 

cantidad necesaria de ProNectin 10 µg/mL mediante la dilución 1:100 en PBS 1X (10 µL del stock de 

ProNectin en 1 mL de PBS 1X). La solución se adicionó a las cajas de Petri (1 mL por cada p100) y se 

aseguró que toda la superficie estuviera humedecida, se incubó durante 5 minutos a temperatura 

ambiente. Finalmente, se recuperó la pronectina (es posible reutilizarla) y se realizaron dos lavados 

con PBS 1X (4 mL para p100), con vacío se retiró y las cajas se almacenaron a temperatura ambiente 

o a 4°C hasta realizar la siembra de células de la médula ósea extraídas de ratones, pero 

comúnmente se sembraron inmediatamente. 

Extracción de la médula ósea de ratones silvestres y transgénicos 

Durante el desarrollo de este proyecto se tomó la decisión de implementar modelos animales 

que permitieran enriquecer las estrategias experimentales de laboratorio para el estudio del desarrollo 

tumoral. Para el manejo de animales de laboratorio, particularmente ratones silvestres y transgénicos, 

se sometieron dos protocolos a evaluación y fueron aprobados por el comité de ética del UPEAL para 

el manejo de ratones, los protocolos corresponden al No. 33-13 y 0205-16. 
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Los ratones con 6 a 8 semanas de edad de las cepas FVB/NJ (Stock 001800, Jackson 

Laboratory), C57BL/6J (Stock 000664, Jackson Laboratory) y transgénicos correspondientes 

Tg(TIE2GFP)287Sato/J (Stock 003658, Jackson Laboratory), el cual expresa la proteína verde 

fluorescente bajo el promotor del receptor Tie2; y el ratón C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)131Osb/LeySopJ) 

(Stock 006567, Jackson Laboratory) que expresa la proteína verde fluorescente bajo el promotor de 

actina de pollo; fueron sacrificados en una cámara de CO2 o bien, por dislocación cervical para realizar 

los cultivos de médula ósea. Inmediatamente después del sacrificio, el ratón se colocó en posición 

decúbito dorsal sobre una sanita y se realizó asepsia superficial del animal con etanol al 70% (con 

atomizador). Las extremidades posteriores fueron extendidas con las pinzas y cortadas con las tijeras 

de disección tratando de incluir la mayor parte del fémur. Una vez aisladas las piernas, se cortaron los 

pies justo en la articulación entre la tibia y el pie. La piel se retiró con pinzas tomando el extremo 

donde está la rodilla y jalando en dirección contraria. El músculo se retiró con las pinzas más delgadas 

y de punta fina para atravesar y jalar el músculo en dirección de la rodilla hasta disecar la tibia (y en su 

caso, junto con rodilla y fémur); las piezas óseas disecadas se colocaron en una caja de Petri (p100) 

con PBS 1X. Posteriormente, la caja Petri se transfirió dentro de la campana de flujo estéril para 

proceder a la extracción de la médula ósea de los huesos disecados (Figura 12). 

La tibia fue sujetada con las pinzas y con las micro-tijeras se realizaron cortes en las epífisis de 

cada hueso (en el extremo de la rodilla, de preferencia hasta ver un punto rojo). El fragmento del fémur 

disecado requirió un corte considerable en el extremo de la rodilla para permitir la extracción. 

Posteriormente con una jeringa para insulina con aguja de calibre 31GX6mm, se tomó medio de 

cultivo EGM-2MV (o bien, PBS 1X con agilidad) y se pasó a través de la tibia (y fémur) repetidas veces 

recuperando en una caja Petri (p35) hasta haber extraído la totalidad de la médula ósea del hueso. 

Nota: nunca tomar con la jeringa medio con células para volver a pasar a través de la médula ósea, 

este manejo puede lisar a las células. Una vez aislada la médula ósea, se suspendió repetidamente 

con pipeta hasta que se disgregaron lo más posible los grumos y después se filtraron con redes de 

nylon con poro de 40 µm (cell strainer, BD Falcon, Tokyo, Japan; catalogo #352340) pasando a un 

tubo falcon de 15 mL (Corning 430828). 

Una vez recolectada la médula ósea de los ratones, fue centrifugada a 1,200 rpm durante 5 min 

a temperatura ambiente en un tubo falcon de 15 mL, posteriormente las células fueron suspendidas en 

1 mL de medio, este proceso fue opcional en caso de tener un volumen grande de suspensión de 
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médula ósea. Los eritrocitos se lisaron con cloruro de amonio (NH4Cl; StemCell technologies, cat# 

07850, cat# 07800), se agregó 4 mL de la solución de lisis para eritrocitos a las células extraídas de la 

médula ósea y suspendidas en 1 mL (dilución 1:5), se mezcló suavemente y se incubó durante 10 min 

para permitir una lisis eficiente de los eritrocitos. Después de la incubación, las células fueron lavadas 

con PBS 1X y centrifugadas a 1,200 rpm durante 5 min para la extracción del sobrenadante con vacío. 

Finalmente, las células fueron re-suspendidas en 10 mL correspondientes para sembrar en cajas P100 

recubiertas con pronectina. Para cultivar las células de la médula ósea se utilizó el medio EGM-2MV 

(Endothelial Growth Media-2 Microvascular suplementado con SingleQuots™ Kit, Lonza, cat. CC-

4147), el contenido del suplemento corresponde a los siguientes reactivos. Nota: las concentraciones 

son de carácter confidencial por parte de Lonza. 

 Factor de crecimiento epidermal humano recombinante (rhEGF) 

 Hidrocortisona 

 Factor de crecimiento de fibroblastos beta humano (hFGF-b) 

 Factor de crecimiento del endotelio vascular humano recombinante (VEGF) 

 Factor de crecimiento similar a la insulina (Insulin-like Growth Factor, R3-IGF-1) 

 Ácido ascórbico 

 25 mL de suero fetal bovino, SFB (Fetal Bovine Serum, FBS), concentración final de 5% 

 Gentamicina/Anfotericina (Gentamicin/Amphotericin-B, GA) 

 

 

Figura 12. Cultivo de células de la médula ósea con propiedades pro-tumorales. Fotografía de la tibia disecada de 

ratón, diagrama del procedimiento general del cultivo de médula ósea. Las tibias fueron disecadas y se obtuvieron las 

células de la médula ósea, posteriormente se lisaron los eritrocitos y se sembraron las células filtradas en cajas recubiertas 

con pronectina en medio EGM-2MV. Después de 24 horas, se recuperaron las células que no se adhirieron durante este 

tiempo, y se resembraron en una nueva caja recubierta con pronectina que fue cultivada por 14 días, a partir de los cuales 

se comenzaron a utilizar en los experimentos correspondientes. 
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Las células de la médula ósea extraídas de ratones se mantuvieron durante 24 horas en 

incubadora a 37°C con 0.5% de CO2, después se recuperaron las células que no se adhirieron en este 

periodo de tiempo y se pasaron a nuevas cajas recubiertas de ProNectin, la caja con células adheridas 

durante las primeras 24 horas se descartaron (Figura 12). En este punto, las células suspendidas se 

dividieron con base en el número de ratones utilizados, para cada caja p100 corresponde la médula 

ósea de 3 ratones. Nuevamente se cultivaron y al cuarto día se realizaron lavados con PBS 1X para 

eliminar los restos de las células de la médula ósea que no se adhirieron en este periodo de tiempo. 

Una vez añadido el medio EGM-2MV a la caja correspondiente (p100), se agregó 500 µL de SFB para 

alcanzar una concentración final de 10% de SFB para favorecer una mejor proliferación de las células 

cultivadas hasta alcanzar 15 días de cultivo en total (Figura 13). 

 

Figura 13. Resumen del procedimiento para el cultivo de médula ósea de ratones. De las cepas de ratones señaladas 

se obtuvo la médula ósea de las tibias y fémur, y se cultivaron en cajas recubiertas con pronectina con medio EGM-2MV 

suplementados con SFB 5%. 24 horas después se separaron en cajas independientes recubiertas con ProNectin aquellas 

que permanecían flotando y fueron resembradas; las que quedaron adheridas se mantuvieron en la primera etapa de 

estandarización. Después de 4 días, ambos cultivos se lavaron para retirar todos los restos de las células que no se 

adhirieron y se cultivaron un total de 14 días en medio EGM-2MV con SFB al 10%. Nuestra expectativa fue que en los 

cultivos de las células que fueron resembradas a las 24 horas, se enriquecería una población de células derivadas de la 

médula ósea potencialmente pro-tumoral. 

Las células fueron separadas en cajas o pozos independientes para los experimento, los 

cultivos originales de médula ósea sembradas en cajas p100 se les retiró el medio suplementado y se 

lavaron 3 veces con PBS 1X. Posteriormente se añadió 1 mL de tripsina 0.25% (2.5 gr) con EDTA 0.2 

gr (Sigma-Aldrich, cat T4049); la tripsina es necesaria para despegar las células de manera más 

eficiente, y las cajas se colocaron en la incubadora por 20 min a 1 hr (depende de la fuerza de 

adhesión de las células), se monitorearon al microscopio para averiguar si se estaban despegando. 
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Finalmente, con ayuda de pipeta facilitar que se despeguen ejerciendo un poco de presión física y se 

añadió lentamente el medio con suero para neutralizar a la tripsina y evitar que se formen grupos de 

células. Las cajas de cultivo utilizadas fueron p100 (Corning 430167) Cajas de cultivo de 6 pozos 

(Corning 3506), cajas de cultivo de 12 pozos (Corning 3512). 

 Cultivo de células tumorales de carcinoma de pulmón murino 9.1.2

Para el modelo de cáncer murino en los ratones C57/BL6 se utilizaron células de carcinoma de 

pulmón de Lewis (LLC con o sin expresión de GFP para su identificación), que fueron amablemente 

donadas por la Dra. Iruela de la Universidad de California (UCSD, University of California, San Diego) 

y fueron cultivadas en medio DMEM (Dulbecco‘s Modified Eagle Medium) suplementado con 10% de 

SFB y antibiótico (Invitrogen, cat. 15240112). Las células fueron sembradas en cajas Petri sin 

necesidad de adicionar algún sustrato a la caja, sólo en experimentos de cierre de herida las células 

tumorales fueron sembradas sobre gelatina 0.02%, como se describe más adelante en la sección 

correspondiente. 

Para los ratones de la cepa FVB, se utilizó la línea celular de carcinoma alveolar-bronquial de 

pulmón (células LAP0297), además se obtuvo una línea de adenocarcinoma mamario (células 

MCaP0008), ambas líneas celulares fueron desarrolladas y facilitadas amablemente por el Dr. Peigen 

Huang y colaboradores (Department of Radiation Oncology, Massachusetts General Hospital, Harvard 

Medical School, Boston, MA) 112. Las células tumorales para ratones FVB fueron cultivadas y 

expandidas en medio DMEM con SFB al 10% con antibiótico, para los experimentos fueron ayunadas 

con medio DMEM sin suero o bien, EBM-2 sin suplementos. 

 Cultivos de líneas celulares y plásmidos utilizados 9.1.3

Las células HEK293T (células embrionarias de riñón humano), COS7 (células similares a 

fibroblastos de riñón del mono verde africano), MCF7 (adenocarcinoma mamario de humano, MCF7: 

Michigan Cancer Foundation-7), y células HeLa (células de cáncer cervicouterino), fueron cultivadas 

en DMEM (Dulbecco‘s Modified Eagle Medium) suplementado con 10% de SFB y antibiótico 

(Invitrogen, cat. 15240112), fueron mantenidas a 37°C con 5% de CO2 en incubadora. Para realizar 

experimentos con las células HEK293T se sembraron en cajas recubiertas con poli-D-lisina 1X, las 

células fueron divididas a partir de 1 caja P100 confluente en 5 cajas P100 recubiertas con poli-D-lisina 

1X (cajas tratadas durante 20 min y lavadas con PBS 1X). Para introducir plásmidos de expresión de 
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proteínas fusionadas a epitopes (HA, GST, His6 y 3XFlag) o sin epitopes, las células HEK293T y 

COS7 se transfectaron con el método de lipofectamina-plus (Invitrogen, cat. 18324-20, cat. 11514-

015), mientras que las células HeLa se transfectaron con Polyfect. Por otro lado, las células MCF7 

fueron transfectadas con lipofectamina-RNAiMAX para introducir esiRNAs. Los métodos de 

transfección se describen en la sección siguiente. Después de 48 horas posteriores a la transfección, 

las células fueron lisadas bajo las condiciones del diseño experimental correspondiente, por ejemplo, 

ayunadas por varias horas, estimuladas y/o tratadas con inhibidores farmacológicos. 

Para los experimentos in vitro realizados en modelos celulares como HEK293T y COS-7, 

utilizamos los siguientes plásmidos y construcciones disponibles en el laboratorio: pCEFL-GST-Gβ1, 

pCEFL-3XFlag-Gβ1, His6-Gβ1, His6-Gγ2, pCEFL-Gγ2, pCEFL-EGFP, pCEFL-HA-Gαi2WT, pCEFL-HA-

Gαi2Q205L, pCEFL-HA-GαsWT, pCEFL-HA-GαsQ227L, pCEFL-HA-GαqWT, pCEFL-HA-GαqQ209L, 

pCEFL-HA-Gα13WT, pCEFL-HA-Gα13Q226L, pCEFL-HA-RGS2, pCEFL-HA-RGS4, AU1-RGL-PDZ-

RhoGEF, AU1-RGS-p115RhoGEF, AU1-RGS-LARG, pCEFL-3XFlag-P-Rex1. Además, utilizamos 

DNAs comerciales (Guthries) sin epitopes: pcDNA3.1-GαqWT, pcDNA3.1-Gα13WT, pcDNA3.1-GαqQL, 

pcDNA3.1-Gα13QL, HA-Gi-DREADD, HA-Gq-DREADD. Las quimeras utilizadas fueron: pcDNA3.1-

Gα13-i2QL, pcDNA3.1-Gαi2-13QL. Construcciones del GEF P-Rex1: pCEFL-GST-DH-PH, pCEFL-GST-

DEP-DEP, pCEFL-GST-PDZ-PDZ, pCEFL-GST-PDZ1, pCEFL-GST-PDZ2, pCEFL-GST-Nter-P-Rex1, 

pCEFL-GST-Cter-P-Rex1, pCEFL-3XFlag-DH-PH, pCEFL-3XFlag-DEP-DEP, pCEFL-3XFlag-PDZ-

PDZ, pCEFL-3XFlag-Nter-P-Rex1, pCEFL-EGFP-Q-Rhox. 

Para preparar proteínas recombinantes necesarias para atrapar GTPasas y RhoGEFs activos 

se transformaron bacterias BL-21 con los siguientes vectores de expresión en bacterias: pGEX-GST-

Rac1-G15A, pGEX-GST-Cdc42-G15A, pGEX-GST-Rho-G17A, pGEX-GST-CRIB-PAKN, pGEX-GST-

RBD-Rhotekin. 

Procedimiento para obtener plásmidos para transfectar (miniPreps) 

Para realizar los experimentos de transfección de plásmidos en células de mamífero, primero se 

obtuvieron los DNAs plasmídicos a partir de bacterias DH5α. Para este procedimiento se 

descongelaron bacterias competentes DH5α almacenadas en el revco -70°C y se dejaron descongelar 

en hielo durante 20 min aproximadamente. A partir del tubo descongelado, se tomaron 50 µL de 

bacterias y se pasaron a un tubo eppendorff y en este se añadió 1 µL del plásmido que se deseaba 
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obtener, por lo tanto, utilizamos 50 µL de bacterias para cada plásmido diferente. El choque térmico se 

realizó en el baño maría calentado previamente a 42°C, los tubos con bacterias a las cuales se les 

añadió el plásmido correspondiente se colocaron en flotadores y se dejaron en el baño maría durante 

60 segundos y rápidamente se colocaron en hielo durante 10 minutos. Se agregaron 500 μL de medio 

LB o TB a cada tubo y se colocaron en el aguitador (180-200 rpm) a 37°C durante 1 hora. Después de 

la expansión de las bacterias, los tubos fueron centrifugados a 6,000 rpm durante 30 seg a 1 min para 

obtener el pellet de bacterias se eliminó el sobrenadante y se añadieron 50 μL de medio con el 

antibiótico correspondiente al gen de resistencia del plásmido para resuspender a las bacterias y 

plaquear. 

Las bacterias fueron sembradas (preferencialmente en la noche) en cajas con agar y antibiótico 

correspondiente al gen de resistencia incluido en el plásmido (ampicilina, kanamicina o gentamicina), 

pipeteando comúnmente 5 μL a cada caja y distribuyendo con perlas de silicon estériles. Las cajas 

sembradas fueron incubadas a 37°C (incubadora de bacterias previamente con la temperatura) 

durante toda la noche. Al día siguiente las cajas fueron retiradas de la incubadora y a temperatura 

ambiente dentro de la campana estéril se buscaron colonias en el agar. 

Las colonias se picaron con asas estériles y se inocularon tubos de vidrio con capuchón que 

contenían 5 mL del medio LB. Por cada colonia que se picaba se inoculaba un tubo, por lo que no 

mezclamos bacterias provenientes de diferentes colonias a pesar de que fueron transformadas con el 

mismo plásmido. Los tubos inoculados con bacterias se incubaron toda la noche en shaker a 37°C, 

para ello se colocaron en una gradilla y los tubos se colocaron con una inclinación de 45 grados 

aproximadamente, para una mejor agitación. Al día siguiente los tubos se secaron de la incubación, 

aquellos donde crecieron adecuadamente las bacterias transformadas se observaron muy turbios y 

posteriormente se centrifugaron a 2,500 rpm durante 5 min para obtener un pellet de bacterias e iniciar 

el procedimiento de extracción del plásmido. 

Se utilizó el kit de minipreps para la extracción de plásmido (GenElute Plasmid Miniprep Kit, 

Sigma-Aldrich, cat. PLN350), que contiene todas las soluciones necesarias para lisar las bacterias y 

purificar los plásmidos deseados. De los tubos centrifugados se retiró el sobrenadante (medio LB) y el 

pellet de bacterias se suspendió 200 μL de la solución de re-suspensión suplementada con la RNAasa 

A del kit y se transfirió todo el volumen a un tubo eppendorff en el cual se añadió 200 μL de la solución 
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de lisis y los tubos se invirtieron suavemente y de manera repetida (sin usar vortex) y se dejaron 

reposar un par de minutos. 

Posteriormente se añadió 350 μL de la solución neutralizante para detener la lisis, se invirtieron 

los tubos de 4-6 veces y se centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 minutos. Mientras tanto, se 

prepararon las columnas para atrapar a los plásmidos, para ello se añadieron 500 μL de la solución de 

preparación a cada columna previamente colocada en tubos eppendorf de 2 mL y se centrifugaron por 

1 minuto a 14,000 rpm, la solución acumulada en el fondo del tubo se tiró y nuevamente se colocó la 

columna en el microtubo para añadir ahora el lisado de las bacterias que corresponde al sobrenadante 

de los tubos centrifugados y nuevamente los microtubos se centrifugaron por 1 minuto a 14,000 rpm 

para pasar el sobrenadante a través de la columna y se realizaron dos lavados con los buffers 

correspondientes. Finalmente, se seco la columna con centrifugación sin buffers de lavado y se añadió 

solición elute o agua miliQ esteril para solubilizar y centrifugar el DNA plasmídico de las columnas para 

cuantificar por espectrometría.  

Preparación de medios de cultivos para bacterias 

El medio LB (lysogeny broth) se preparó en lotes de 1 litro, disolviendo 10 gramos de 

bactotriptona (Becton Dickinson, cat 211705), 5 gramos de extracto de levadura (212750) y 5 gramos 

de cloruro de sodio (sigma S-7653) en 950 mL de agua miliQ. El pH se ajustó a 7.2-7.4 con hidróxido 

de sodio 1N (NaOH JT Caker 3722), se aforó a 1 litro y se esterilizó en autoclave a 121°C durante 15 

min y 15 psi. El antibiótico se añadió hasta que se la temperatura estaba por debajo de 40°C y en 

campana: 1 mL de ampicilina 100 µg/µL (final 100 µg/mL); 500 µL de kanamicina 100 µg/µL (final 50 

µg/mL); 500 µL de gentamicina 50 mg/mL (final 10 µg/mL). 

Para preparar cajas con agar LB o SB (1 L) para cultivos de bacterias fue igual que el medio 

de cultivo líquido pero adicionalmente se agregó 12 gr de bacto agar (Beckton Dickinson, cat 

2115000), el antibiótico se agrego a 40°C. Distribuir en cajas Petri para bacterias previamente 

rotuladas en el interior de la campana de bacterias, cubrir 2/3 de la caja de 10 cm y dejar reposar para 

que solidifique (30-60 min), después se apilaron boca abajo y se almacenaron en bolsas de plástico a 

4°C (viables 2 meses). Los antibioticos utilizados se prepararon de la siguiente manera: 
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Ampicilina: Disolver 1 gr de ampicilina (sigma A-0166) en 10 mL de agua desionizada para 

obtener una concentración de 100 µg/µL, alícuotas de 1 mL almacenadas a -20°C, para usar 

descongeló en hielo. 

Kanamicina: Pesar 1 gr de kanamicina (gibco 11815-024) y disolver en 10 mL de agua, después 

almacenar a -20°C. 

Gentamicina: Tomar 20 µL de la solución de gentamicina 50 mg/mL (Gibco 15750-060) por 

cada 100 mL de medio de cultivo de bacterias. 

Preparación de DMEM (dulbecco´s modified Eagle´s médium) 

El medio DMEM se preparó de la siguiente manera: para 4 litros, se disolvió todo el contenido 

del sobre DMEM (Sigma, cat. D-7777) en 3.5 L de agua estéril (PiSA, 4000253) y bicarbonato de sodio 

(sigma cat: S-5761) 3.7g/L (HEK293T) o 1.8 g/L (HEK293 y HeLa), posteriormente se ajustó el pH a 

7.2 con HCl (Beker cat. 9535-05) concentrado. Una vez ajustado el pH, se aforó a 4 litros y se 

esterilizó por filtración con vació y una membrana de 0.22 µm (Corning, cat 430758) dentro de la 

campana de flujo laminar. Finalmente, el medio dividió en alícuotas en botellas de vidrio y se 

almacenaron a 4°C. El medio DMEM suplementado con SFB 10% y antibióticos para crecer a las 

células se preparó de la siguiente manera. Para cada 450 mL de DMEM agregar 5 mL de antibióticos 

penicilina, sulfato de estreptomicina y anfotericina B (Anti-Anti (100X), Gibco by Life Technologies, cat 

15240-062, 100 mL) y 50 mL de suero fetal bovino (gibco cat 10437-028). 

Poli-D-Lisina para sembrar células HEK293T 

Diluir 5 mg de poli-D-lisina (poly-D-lysine hydrobromide, Sigma, cat. P7280) en 500 mL de agua 

estéril (PISA), de esta manera se preparó el stock 100X y se almaceno en botella de vidrio a 4°C, para 

realizar experimentos con las células HEK293T, se tomó, por ejemplo, 1 mL del stock 100X y se aforó 

a 1L de PBS 1X que se mantuvo almacenado a 4°C. Antes de tripsinizar y sembrar las células, los 

pozos o cajas Petri fueron humedecidas con poli-D-lisina 1X e incubadas durante 15 minutos a 37ºC. 

PBS (phosphate buffered saline) para cultivo 

Para preparar 1 litro de PBS 1X disolver todo el contenido del vial: dulbecco´s phosphate bufferd 

saline (cat 5773, Sigma) en 900 mL de agua estéril (PISA), posteriormente se aforó a 1 litro y se 
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esterilizó por filtración usando una membrana con poro de 0.22 µm (cat 430758, Corning) en la 

campana de flujo, finalmente se almacenó a 4°C. 

9.2 Métodos de Transfección 

 Método de transfección con Lipofectamina-Plus 9.2.1

Previo al procedimiento de transfección de células HEK293T y COS7, las células deben de 

dividirse un día antes a la confluencia adecuada, generalmente baja. En el caso de células HEK293T, 

deben ser sembradas sobre cajas previamente tratadas con poli-D-lisina y lavadas con PBS 1X. Las 

HEK son divididas a una dilución 1/5 a partir de una caja de 10 cms que haya alcanzado la confluencia 

el día en que se van a sembrar células para la transfección. 

Para este método se realizan dos mezclas con medio DMEM sin suero y sin antibiótico, una que 

contiene el reactivo PLUS junto con los DNAs que se transfectaran, y otra mezcla que tiene el reactivo 

lipofectamina. En tubos de polipropileno se añadió 750 μL de DMEM sin suero por cada caja p100 más 

10 μL PLUS por caja y el DNA (máximo 4 μg de DNA total por caja p100). Cuando varias cajas tendrán 

el mismo plásmido según el diseño experimental, se realizan pools dependiendo del número de cajas 

se añaden el volumen correspondiente. Por otra parte, en otro tubo de polipropileno se añade también 

750 μL de DMEM sin suero + 10 μL de lipofectamina por cada caja p100. Las preparaciones se 

mezclaron bien, preferentemente con un toque en vortex y se incubaron durante 15 min dentro de la 

campana estéril. 

Posteriormente se mezclan las preparaciones con plus y con lipofectamina, nuevamente se 

agita la mezcla y se incubó durante otros 15 min. Mientras tanto las células que fueron transfectadas, 

se prepararon retarando el medio de cultivo, lavando con PBS 1X y añadiendo medio DMEM sin suero 

y sin antibióticos, 5 mL para el caso de cajas p100. La mezcla correspondiente se añadió a las células 

(un volumen ~1520 μL) y se incubaron a 37°C en la incubadora durante 3 horas. Finalmente, las 

células se recuperaron retirando el medio de transfección y añadiendo el DMEM con suero y 

antibiótico. 

Mezcla 1. En un tubo de propileno, se añadió 750 μL (para una caja p100), o bien 100 μL (para 

una caja o pozo p35) de DMEM libre de suero y antibióticos. 
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Mezcla 2. Se añadió el mismo volumen de medio que en la mezcla 1, pero a este tubo sólo se 

añade 10 μL (para una caja p100) o bien, 3 μL (para una caja p35) de lipofectamina. 

 Transfección de células HEK293T, COS7, HeLa y PAE con el método de 9.2.2

PolyFect 

Las células HeLa y algunos experimentos con células HEK293T y COS7, fueron transfectadas 

con el reactivo PolyFect (Qiagen, cat 301107), el protocolo general se describe a continuación para 

transfectar células cultivadas en cajas de p100 (10 cm). Un día antes de la transfección células 

confluentes fueron divididas y sembradas con medio DMEM con 10% de suero y antibióticos; para el 

caso de las HEK293T (sembradas sobre placas tratadas previamente con poli-D-lisina durante 10 min 

y lavadas con PBS 1X). 

El día de la transfección inicialmente se preparó el PolyFect sólo utilizando 300 μL de DMEM sin 

suero y sin antibióticos en un tubo de polipropileno, a este medio se añadieron 25 μL del reactivo 

PolyFect, estos volúmenes corresponden únicamente para transfectar una caja p100, en los diseños 

experimentales con 2 o más cajas se calculó el volumen final de DMEM y PolyFect para tener un 

stock. Si algún DNA será transfectado por igual en todas las cajas, se agregó al stock y a partir de este 

se dividió en volúmenes equivalentes en tubos según corresponda el número de cajas que se 

transfectaran, una vez separados, se añadieron el resto de DNAs según correspondiera, se agitaron 

en vortex preferencialmente y se incubaron a temperatura ambiente durante 10-15 minutos. 

Durante la incubación, las células fueron preparadas para la transfección, se lavaron con PBS 

1X y se agregó 7 mL de DMEM con suero 10% y antibióticos. Una vez transcurrido el tiempo de 

incubación de la mezcla de transfección, se añadió 1 mL de DMEM con 10% de suero a cada tubo de 

mezcla y de transfirió a la caja con las células preparadas, se incubaron a 37°C con 5% de CO2. Al día 

siguiente las se les realizó cambio de medio con suero y antibióticos. Las células se utilizaron para los 

experimentos 48 horas después. 

 Método de transfección con PEI 1X 9.2.3

Este método de transfección se utilizó en las células HEK293T para algunos experimentos en 

cajas de 6 pozos (p35). Se establecieron dos mezclas, en el primer tubo se añadió 75 μL de DMEM al 

cual se añadió el DNA de los plásmidos a transfectar (cantidad que corresponde a un pozo p35), en 
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algunos casos se prepararon ―pools‖ con el volumen y la cantidad de DNA correspondiente a todos los 

pozos que se deseaban transfectar. En un segundo tubo se preparo el reactivo de transfección con 

DMEM y PEI 1X. A partir de un PEI 100X (almacenado a -20°C) se obtuvo una dilución de PEI 1X la 

cual fue usada para las transfecciones. La alícuota en uso se mantuvo a 4°C, antes de utilizar se 

permitía aclimatarse unos minutos y posteriormente el tubo con PEI 1X se calentó a 70°C durante 2 

minutos en baño maría y se añadió 3 μL por cada 75 μL de medio (para cada condición) en 

condiciones de esterilidad, una vez homogeneizado el pool con medio y PEI 1X, se añadió el volumen 

correspondiente a cada mezcla con los DNAs y se incubaron durante 15 min antes de añadir a las 

células HEK293T con medio libre de suero y antibióticos. Las células se dejaron con la mezcla de 

transfección toda la noche y al dia siguiente se retiró el medio y se añadió nuevo medio suplementado.  

 Método de transfección con TurboFect  9.2.4

Con el reactivo TurboFect (Thermo Scientific, cat. R0531) se lograron transfectar células MCF7, 

HeLa, COS7, PAE y HEK293T. Seguimos un protocolo similar a la transfección con el reactivo 

PolyFect; transfectamos células MCF7 sembradas en cajas con 6 pozos (tamaño p35 de cada pozo). 

Para transfectar un pozo, en campana estéril se preparó la mezcla con 100 µL de DMEM libre de 

suero y antibióticos al cual añadió el o los plásmidos a transfectar y posteriormente 3 µL de turbofect 

se añadió y se homogenizó en vortex para dejar en reposo durante 10 a 15 minutos a temperatura 

ambiente. Durante la incubación, se retiró el medio de cultivo a las células y se cambió por nuevo 

medio con suero/antibióticos. Después de la incubación de la mezcla de plásmidos con TurboFect, se 

añadió al medio de las células y se incubaron en transfección toda la noche (incubadora con CO2) 

para el caso de MCF7, mientras que para las células HeLA es suficiente con 3 a 5 horas porque se 

pueden dañar. Al día siguiente se cambió el medio de cultivo por nuevo para retirar el medio con la 

mezcla de transfección. 

 Knock down de P-Rex1 en células MCF7 9.2.5

Se realizó transfección inversa de células MCF7 se realizó con lipofectamina RNAiMAX y 30 

pmoles de esiRNA-P-Rex1 (Sigma-Aldrich, cat. EHU136571) o esiRNA-EGFP (Sigma-Aldrich, cat. 

EHUEGFP) como control. Utilizamos optiMEM para preparaciones de lipofectamina y esiRNA, de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para la transfección inversa, las células se tripsinizaron y 

se suspendieron en DMEM 5% de SFB dentro de antibióticos, luego se mezclaron con complejos de 
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lipofectamina/esiRNA y se sembraron en cajas p60 y se incubaron durante la noche a 37ºC con 

atmósfera de CO2 al 5%. Al día siguiente, las células se lavaron con PBS 1X y se añadió DMEM 10% 

de SFB con antibióticos. Los experimentos se realizaron 72 h después de la transfección para knock 

down eficiente. Se estimularon células con hambre durante 18 h con CXCL12/SDF-1α (50 ng/mL, 

PeproTech, cat. 300-28A) o HGF (10 ng/mL, factor de crecimiento de hepatocitos, R&D Systems, cat. 

294-HGN) durante 5 minutos antes de lisar. 

 

9.3 Mediadores angiogénicos y quimiotácticos asociados al 
microambiente tumoral 

 Estímulos pro-tumorales definidos 9.3.1

Como parte de la caracterización de las células tumorales y las células derivadas de la médula 

ósea, evaluamos el efecto de mediadores comúnmente secretados en un microambiente tumoral, 

sobre las células derivadas de la médula ósea y sobre células tumorales, con la finalidad de 

caracterizar funcionalmente a nuestros cultivos celulares y establecer algunos mediadores que 

posiblemente se encuentren en los medios condicionados tanto de BMDC, como de células tumorales. 

Después de cultivar células de la médula ósea durante 15 días, las BMDC provenientes de 

ratones FVB fueron tripsinizadas y sembradas en 2 cajas de 6 pozos recubiertas con pronectin, 

después de 48 horas, las células fueron ayunadas toda la noche en medio EBM-2. Al día siguiente se 

cambió el medio de ayuno por nuevo y se añadieron los estímulos y durante 5 minutos se incubaron a 

37°C con ligandos que activan GPCRs (SDF-1, S1P, LPA e IL-8), receptores tirosina cinasa (VEGF, 

HGF, EGF, FGF), en medio EGM-2MV y el medio condicionado de células tumorales LAP0297 (Las 

concentraciones de los estímulos utilizados se muestran en la Tabla 1). Las células después fueron 

lisadas con buffer de lisis y desnaturalizadas con buffer de muestra. Los lisados celulares fueron 

corridos en geles de 12 y 10% de acrilamida y posteriormente las proteínas fueron transferidas a una 

membrana (Immobilon-P, Millipore, cat. IPV00010) para revelar con anticuerpos específicos para 

fosfo-Ser473 de AKT1/2/3, fosfo-MAPK 44/42, AKT1 y ERK2, como se describe en las secciones 

correspondientes. 
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Tabla 1. Ligandos y las concentraciones utilizadas para estimular a las células derivadas de la médula ósea y 

en células tumorales de pulmón. 

Estímulo Empresa/Catalogo Stock Concentración 
Vol por mL 

de medio 

CXCL12/SDF-1α PeproTech / 300-28A 5 µg/mL * 50-100 ng/mL 10-20 µL 

S1P Sigma / S9666 100 µM * 1 µM 10 µL 

LPA Biomol / LP-100 1mM / 5mM # 1 µM / 5 µM 1 µL 

IL-8 Sigma / I1645 300 nM * 3 nM 10 µL 

VEGF 165 PeproTech / 100-20 1 µg/mL * 100 ng/mL 100 µL 

HGF R&D Systems / 294-HGN 1 µg/mL * 10 ng/mL 10 µL 

EGF Gibco / 13,247-051 10 µg/mL * 100 ng/mL 10 µL 

bFGF PeproTech / 100-18B 25 µg/mL * 25 ng/mL 25 µL 

PDGF Sigma / P3326 5 µg/mL * 100 ng/mL 20 µL 

MC de BMDC - - 14 hrs 1-2 mL 

MC de LAP - - 14 hrs 1-2 mL 

*Stock de estímulos disueltos en BSA 0.1% / PBS 1X; #solo PBS1X  

 Obtención de medios condicionados de células tumorales y de BMDC 9.3.2

Las células tumorales de carcinoma de pulmón (LAP0297 y LLC) fueron sembradas en cajas 

p100 con medio DMEM SFB 10%, cuando alcanzaron confluencia, fueron lavadas con PBS 1X de 5 a 

10 veces (2-3 mL) para asegurarse de haber eliminado residuos del medio con suero. Posteriormente 

se añadió el volumen deseado de medio DMEM sin suero o EBM-2 sin suero (10 mL para cajas p100), 

las células se incubaron durante ~14 horas. Transcurrido el tiempo de ayuno, se recuperó el medio 

con pipeta y se colocó en tubos de 15 mL, los cuales se centrifugaron durante 20 min a 3,000 rpm a 

4°C y se decantó el medio en nuevos tubos evitando tomar el pellet de residuos celulares, de esta 

manera se obtuvieron medios condicionado sin restos celulares que pudieran contener complejos que 

pudieran activar nuestras células a evaluar. 

Los medios condicionados de las células derivadas de la médula ósea se obtuvieron a partir de 

células cultivadas durante 15 días, posteriormente fueron lavadas en repetidas ocasiones con PBS 1X 

(por lo menos 5 veces) para retirar los completamente los residuos del suero y factores de crecimiento 

del medio suplementado. Una vez lavadas las células se añadió medio sin suplementos y sin 
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antibióticos EBM-2, un total de 10 mL por cada caja p100 o bien, 2 mL de medio por cada pozo p35 

durante 14 horas. El medio se recuperó y se colocó en tubos falcon de 15 mL para centrifugar durante 

20 min a 3,000 rpm a 4°C, el sobrenadante se decantó nuevos tubos para su uso o almacenamiento. 

Los medios condicionados obtenidos fueron almacenados a -70°C para posteriormente utilizarse o 

bien, se puede utilizar inmediatamente para estimular células de ser necesario. 

9.4 Procedimientos de lisis de células, pulldown, 
inmunoprecipitación y western blot 

 Lisis de las células derivadas de la médula ósea cultivada y frescas, y 9.4.1

células tumorales 

Las células HEK293T, COS-7, MCF7, células tumorales para ratón (LAP0297 y LLC), células de 

la médula ósea fresca y cultivada de ratones, fueron lisadas con un buffer especial para lisar que 

contiene los siguientes componentes: inicialmente se preparó un buffer con TBS-Tritón (50 mM Tris pH 

7.5, 5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100) mantenido a 4°C, pocos minutos antes de lisar se 

adicionaron los inhibidores de proteasas: 1 mM fluoruro de fenilmetilsufonilo (PMSF, 

phenylmethylsulfonyl fluoride), 10 μg/mL leupeptina, y 10 μg/mL aprotinina; también inhibidores de 

fosfatasas: 10 mM β-glicerolfosfato, 1 mM NaF y 1 mM ortovanadato de sodio, y para los ensayos de 

pulldown de GTPasas activas se añadió MgCl2 1 mM (Tabla 2). Toda la mezcla se preparó antes de 

iniciar el procedimiento de lisis y se mantuvo en hielo junto a PBS 1X para lavar de células. 

El procedimiento general para la lisis de células fue el siguiente: Las células derivadas de la 

médula ósea que fueron lisadas en sus cajas de cultivo, posteriormente a realizar la estimulación de 

las células, se colocaron sobre una cama de hielo y el medio de cultivo o de estímulo se retiró con 

punta de micropipeta conectada a un kitasato y a un sistema de vacío, posteriormente se añadió PBS 

1X frio para lavar las células y nuevamente se retiró con vacío, se inclinaron un momento para retirar 

todo el PBS 1X después fueron lavadas con PBS 1X frio y se retiró con vacío, asegurándose de retirar 

todo el líquido manteniendo inclinadas las cajas por un momento. 

Se añadió 1 mL del buffer de lisis a cada caja p100, 0.6 mL para cajas p60 y 0.2 mL en cada 

pozo (caja de 6 pozos) o caja p35; sólo para el caso de los cultivos de células derivadas de la médula 

ósea en cajas p100, se liso con 0.7 mL. Utilizando un gendarme, se lisaron las células raspando toda 

el área de la caja de cultivo y recolectando en un extremo todo el lisado. Con micropipeta el lisado se 
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re-suspendió repetidamente y se transfirió a tubo eppendorf para centrifugar a 13,000 rpm durante 10 

min para obtener lisados citosólicos. Se tomó volumen suficiente para western blot y estos lisados 

citosólicos fueron diluidos 4:1 con buffer laemmli 4X que contiene β-mercaptoetanol. Finalmente, los 

lisados fueron hervidos por 5 minutos en baño maría y centrifugados a 13,000 rpm por 5 min antes de 

realizar el western blot. En el caso de la lisis de las células de la médula ósea recién extraídas de 

ratones, el buffer de lisis se añadió al pellet de células una vez que los eritrocitos fueron lisados 

totalmente con cloruro de amonio y que las células fueron lavadas con PBS 1X. 

Tabla 2. Inhibidores de proteasas y fosfatasas utilizados buffer de lisis. 

Soluciones  [Stock] [Final] Volumen 

Buffer de tritón 1X    ~10 mL 

PMSF  0.1 M 1 mM 100 μL 

β-glicerolfosfato  1 M 10 mM 100 μL 

NaF  1 M 1 mM 10 μL 

Leupeptina  1 mg/mL 10 μg/mL 10 μL 

Aprotinina  1 mg/mL 10 μg/mL 10 μL 

Ortovanadato  1 M 1 mM 10 μL 

MgCl2  1 M 1 mM 100 μL 

 

Los tubos con lisados se centrifugaron durante 10 min a 13,000 rpm con temperatura de 4°C. 

Se tomó un volumen 150 µL en caso de cajas p35 y p100, 75 µL para cajas p60, del lisado evitando el 

pellet formado y se mezcló con buffer de muestra 4X con el volumen correspondiente de 50 o 25 µL 

para obtener lisados citosólicos totales con buffer de muestra 1X. Los lisados preparados se 

almacenaron a -20°C o bien, fueron corridos en western blot el mismo día. 

PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) 0.1 M 

Para preparar el inhibidor de proteasas PMSF 0.1 M, se pesaron 435 mg de PMSF (cat. P7626, 

Sigma) y se disolvió en 25 mL de isopropanol (cat. I9516, Sigma,), para este procedimiento se 

utilizaron guantes y cubrebocas dada la toxicidad del reactivo. La concentración de PMSF necesaria 

en el buffer de lisis final es de 1 mM, por lo tanto, se agregaron 10 µL del stock de PMSF (0.1 M) por 

cada mL de buffer de lisis. 
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 Inmunofluorescencia de células fijadas 9.4.2

Las células fueron sembradas en un cubreobjeto dentro de una caja p35, para esto primero se 

añadió alcohol a la caja para desinfectar y se retiro y permitió secar al aire antes de poner el 

cubreojeto. Posteriormente se añadió la gelatina 0.02% por una hora (incubación). Las células PAE 

fueron tripsinizadas y neutralizadas con medio completo DMEM, y se sembraron sobre el cubreobjetos 

a baja confluencia. 

Posteriormente las células fueron transfectadas según las condiciones establecidas, para las 

células PAE la transfección de las subunidades Gα versiones QL fue por el método de polyfect, 

siguiendo la metodología en la sección correspondiente. Las células fueron ayunadas toda la noche, 

se lavaron con PBS 1X y se añadió PFA 4% para fijar durante 30 min y luego se realizaron 3 lavados 

con PBS 1X. Las células fijadas fueron permeabilizadas con Triton 0.5%, después 3 lavados con triton 

0.1% y se tiño el citoesqueleto de actina con faloidina. Finalmente, las células fueron fotografíadas en 

un microscopio confocal donde se obtuvieron capturas del citoesqueleto de actina teñido con faloidina 

y la proteína verde fluorescente para identificar las células transfectadas. 

 Captura de RhoGTPasas activas (Rho-GTP, Rac-GTP y Cdc42-GTP) y 9.4.3

RhoGEFs activos 

Para determinar la activación de RhoGTPasas y RhoGEFs recurrimos a técnicas de 

precipitación por afinidad o ―pulldown‖, en esta captura de RhoGTPasas y RhoGEFs activos se tiene 

como fundamento los mecanismos de activación de las proteínas y la interacción con sus efectores 

que continuan la señalización (Figura 14). Los RhoGEFs se unen a las GTPasas con GDP para 

activarlas, en este proceso el GEF promueve que la GTPasa libere al GDP y en ese momento el GEF 

tiene mayor afinidad por la GTPasa cuando esta no tiene nucleótido, la naturaleza le dio la propiedad a 

los GEFs de mantener la interacción fuerte con la GTPasa libre de nucleótido para asegurar que 

adquiera un nuevo nucleótido, cuando ingresa el GTP a la GTPasa induce un cambio conformacional 

que provoca la perdida de la afinidad del GEF y se separaran. Este mecanismo natural se considera 

para aprovechar las particularidades de la interacción RhoGEF-GTPasa, utilizando como carnadas a 

proteínas recombinantes de RhoGTPasas mutadas libres de nucleótido (no tienen ni GDP ni GTP), es 

posible atrapar RhoGEFs activos disponibles en los lisados de células de mamífero que tienen alta 

afinidad por la GTPasa correspondiente cuando. Las mutantes libres de nucleótido de Rac-G15A, 

Cdc42-G15A y Rho-G17A fueron preparadas como proteínas recombinantes en bacterias y ancladas a 
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glutatión safarosa para poder precipitar a los GEFs que tengan afinidad por las respectivas GTPasas 

113. Figura 15 

 

Figura 14. Fundamento de la captura de GTPasas activas y RhoGEFs activos. Receptores membranales pueden llevar 

a la activación de diferentes GEFs con especificidades para Cdc42, Rac y/o Rho; a su vez, estas GTPasas activas (unidad 

a GTP), interaccionan con las proteínas efectoras, para el caso de Cdc42 y Rac pueden activar a la cinasa PAK a través 

del dominio CRIB de PAK, mientras que Rho interacciona con el dominio RBD de Rhotekina. 

Los RhoGEFs activos se capturaron a partir de lisados celulares y se pudo realizar 

simultanemante con la captura de RhoGTPasas al dividir los lisados en dos fracciones, o bien, 

recuperando el lisado celular de una primera exposición a la captura RhoGTPasas activas. Para la 

captira de RhoGEFs activos los lisados se incubaron durante 1.5 horas con perlas GST-RacG15A para 

capturar Rac-GEFs activos como P-Rex1, o bien con RhoG17A para capturar GEFs activos para Rho 

como PDZ-RhoGEF (Figura 15). Las perlas se lavaron tres veces con buffer de lisis y después se 

añadió buffer 1X Laemmli con β-mercaptoetanol y se hirvió durante 5 min y finalmente los tubos se 

centrifugaron a 14,000 rpm durante 5 min. 

La captura de RhoGTPasas activas se realizó siguiendo el concepto para los RhoGEFs, se 

sabe que las GTPasas como Rac y Cdc42 cuando están activas (unidas a GTP) reconocen e 
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interaccionan con sus efectores para poder activarlos de manera directa, se han caracterizado 

dominios de unión a GTPasas en las proteínas efectoras, por ejemplo, la cinasa PAK es activada por 

ambas GTPasas y preparaciones recombinantes del dominio de unión a Cdc42/Rac o CRIB 

(Cdc42/Rac Interactive Binding) de la cinasa permite capturar a las GTPasas Rac y Cdc42 en su forma 

activa. Por otro lado, para capturar a la GTPasa Rho activa se utiliza el dominio RBD (Ras Binding 

Domain) de Rhotekina, una proteína de andamiaje reconocida por esta GTPasa (Figura 14 y 16). 

 

Figura 15. Resinas para la captura de RhoGEFs activos. Las perlas utilizadas para capturar GEFs fueron preparadas 

con perlas de glutatión-safarosa que se incubaron con lisados de bacterias para capturar las proteínas recombinantes 

fusionadas a GST, como GST-Rac-G15A, GST-Rho-G17A, o bien GST-Cdc42-G15A, todas estas GTPasas mutantes son 

libres de nucleótido (no tienen ni GDP ni GTP) y la resina fue lavada repetidamente para obtener perlas de calidad libres de 

proteínas bacterianas, para capturar a los RhoGEFs activos correspondientes (en lisados de células de mamífero) que 

reconocen a las GTPasas libres de nucleótido con alta afinidad 113. 

En el ensayo de captura de GTPasas activas fue importante realizar el proceso de estimulación 

de manera precisa y, la lisis y pulldown con rapidez hasta obtener las muestras con el buffer laemmli 

mercaptoetanol. Las células ayunadas toda la noche con el medio correspondiente libre de suero, 

fueron estimuladas según el diseño experimental y lisadas sobre una cama de hielo con 1 mL de 

buffer de lisis para una caja p100, con gendarme se recuperó el lisado y se centrifugó a 13,000 rpm 

por 10 min, tomando del sobrenadante un volumen para el lisado total citosólico (75 µL de lisado + 25 

µL de buffer de muestra). El resto del lisado se pasó a un nuevo tubo (descartando el pellet) con 35 a 
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40 µL de perlas GST-PAK-CRIB (dominio CRIB de la cinasa PAK fusionado a GST) para capturar a 

Rac1-GTP y Cdc42-GTP, mientras que para capturar a Rho-GTP se utilizaron perlas de GST-

Rhotekin-RBD (dominio RBD de Rhotekina fusionado a GST). Las perlas fueron homogenizadas antes 

de añadir a los lisados y las muestras fueron incubadas en hielo y shaker durante 45 min (Figura 15). 

 

Figura 16. Resinas para la captura de RhoGTPasas activas. Las perlas utilizadas para capturar GEFs fueron 

preparadas con perlas de glutatión-safarosa que se incubaron con lisados de bacterias para capturar las proteínas 

recombinantes fusionadas a GST, como GST-Rac-G15A, GST-Rho-G17A o bien GST-Cdc42-G15A, todas estas GTPasas 

mutantes son libres de nucleótido (no tienen ni GDP ni GTP) y la resina fue lavada repetidamente para obtener perlas de 

calidad para capturar a RhoGEFs activos correspondientes (en lisados de células de mamífero) que reconocen a las 

GTPasas libres de nucleótido con alta afinidad 

Transcurrido el tiempo de incubación los tubos fueron se centrifugaron a 5,000 rpm durante 2 

minutos a 4ºC. El sobrenadante se retiró cuidadosamente utilizando vacío y la pastilla que 

corresponde a las perlas GST-PAK-CRIB y las GTPasas activas unidas por afinidad, se lavaron 3 

veces con 1 mL de buffer de lisis con inhibidores, en cada ocasión se utilizó el vortex brevemente para 

suspender adecuadamente las perlas en el buffer de lavado. Finalmente, se retiró lo mejor posible el 

sobrenadante y a la pastilla de perlas se adicionó 40 μL de buffer de muestra de Laemmli 1X con 

mercaptoetanol, después las muestras de pull down y de lisado total citosólico correspondiente, se 

hirvieron en baño maría por 5 minutos y se centrifugaron a 13,000 rpm durante 5 min a temperatura 

ambiente. 



Comunicación y Migración Celular en Cáncer Material y Métodos 

 

49 

Para capturar las GTPasas activas y RhoGEFs en lisados de células derivadas de la médula 

ósea, estas fueron ayunadas toda la noche con medio EBM-2 libre de suero y suplementos, al día 

siguiente se realizó la estimulación con medios condicionados de células tumorales en un curso 

temporal. Las células HEK293T transfectadas con P-Rex1, Gβ1γ2 y GαqQL o Gα13QL, y las células 

MCF7 se privaron durante 14 y 24 horas, respectivamente, con DMEM libre de suero antes de 

estimular de ser el caso y de lisar a las células. Los lisados obtenidos a partir de células transfectadas 

se incubaron de igual manera durante 45 minutos con 25 µL perlas de GST-PAK-CRIB en hielo y 

shaker para la captura de Rac-GTP o bien, 1 hora con 25 µL perlas de GST-RacG15A para capturar 

RacGEFs activos como P-Rex1. 

Nota: Brevemente, las proteínas recombinantes se prepararon en bacterias E. coli BL-21 

transformadas con los plásmidos correspondientes, se crecieron en 5 mL de medio (toda la noche) y 

posteriormente se escalaron a 250 mL de medio LB durante 3 horas a 37ºC en agitación (150-200 

rpm). Una vez obtenidas suficientes bacterias en este volumen de medio, se añadió 250 µL de IPTG 

(isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido, sigma, stock 0.2M, final 0.2mM) para inducir la síntesis de la 

proteína recombinante durante toda la noche a 18ºC (para evitar más proliferación) en agitación. Al día 

siguiente se centrifugaron (5,000 rpm/10 min a 4ºC) y el pellet de bacterias fue suspendido en buffer y 

sometido a 3 ciclos de congelamiento y descongelamiento con nitrógeno líquido. Después, el lisado de 

bacterias se sonicó 3 veces, se centrifugó (10,000 rpm/30 min) y el sobrenadante fue recuperado e 

incubado con 250 µL de glutatión-safarosa durante una hora en shaker/hielo para atrapar a la proteína 

recombinante fusionada a GST. Finalmente, se realizaron 3 lavados de las perlas y se resuspendieron 

en un volumen de 750 µL con 120 µL de glicerol para almacenar a -20ºC. 

 Ensayos de pulldown de His6- y GST- 9.4.4

Las interacciones proteína-proteína fueron de relevancia en este proyecto para caracaterizar 

cascadas de señalización y regulaciones intramoleculares que permitieran postular mecanismos de 

activación de los RhoGEFs, por ejemplo, realizando ensayos de precipitación por afinidad o pulldown 

de un elemento y buscar la asociación de otro elemento que hipotéticamente podría interaccionar 

(Figura 17). Se realizaron ensayos de pulldown de His6- y GST- en las células HEK293T transfectadas 

con GST-Gβ1/γ2 o bien, His6-Gβ1/His6-γ2, utilizando las resinas de glutatión-safarosa 4B (GE 

healthcare, cat. 17-0756-05) y talon (Clontech, cat. 8908-2), respectivamente. En el caso de los 

ensayos de pulldown en HEK293T, las células fueron sembradas en cajas recubiertas con Poli-D-
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Lisina 1X, mientras que las células COS7 fueron sembradas sin matriz de adhesión. Al día siguiente, 

las células HEK293T fueron transfectadas con GST-Gβ1/γ2 o His6-Gβ1/His6-γ2, y con diferentes 

subunidades Gα (WT o QL) utilizando el sistema de transfección con lipofectamina-plus. Después de 

48 horas de transfección, las células ayunadas con medio libre de suero se lisaron con buffer de lisis y 

gendarme como se describió previamente. Para el ensayo de pull down de His6, al buffer de lisis se 

añadió imidazol 20 mM. Los lisados se centrifugaron a 13,000 rpm durante 10 min a 4°C y se tomó 

lisado total citosólico (75 µL de lisado + 25 µL de buffer de muestra). El resto de los lisados fueron 

transferidos a tubos nuevos con 25 μL de perlas de glutatión-safarosa (GST-) o bien talón (His-) y se 

incubaron en hielo por 30 minutos con agitación constante, para separar el heterodímero Gβ1γ2 y sus 

proteínas asociadas, y luego se lavaron tres veces con buffer de lisis. Finalmente, las perlas se 

suspendieron en 40 µL de buffer Laemmli 1X con β-mercaptoetanol, se hirvieron durante 5 min y se 

centrifugaron a 13,000 rpm durante 5 min, posteriormente se realizó western blot. 

 

Figura 17. Esquema del ensayo de pulldown para interpretación de los resultados. Para los ensayos de pulldown de 

GST- (o bien, 6His), los lisados de células que previamente fueron transfectadas con una proteína fusionada a GST y la 

cual se desea aislar del resto de las proteínas celulares, aprovechando la alta afinidad de perlas de safarosa unidas a 

glutatión y el GST de la proteína de fusión; de esta manera detectamos proteínas que tuvieran interacciones estables con 

la proteína fusionada a GST. Como ejemplo, para el caso donde transfectamos GST-Gβγ, fue aislada del resto del lisado 

con perlas de glutatión-safarosa y detectamos algunas subunidades Gα que interaccionaron fuertemente con GST-Gβγ. 

 Ensayo de Inmunoprecipitación 9.4.5

Los lisados totales citosólicos obtenidos a partir de células HEK293T transfectadas con HA-Gα13 

o bien HA-Gαq se incubaron con anti-HA (1:1000) toda la noche en una hielera sobre un shaker en 

refrigeración a 4ºC. Al día siguiente, los mismos lisados se incubaron con 30 μL de proteína G-
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safarosa (Millipore, cat. 16-266) durante 3 horas en hielo / agitador para la región Fc de captura de 

anticuerpos-HA. Después los lisados se centrifugaron a 5,000 rpm durante 2 min y los sobrenadantes 

se desecharon con ayuda de vacío. Las perlas de safarosa se lavaron 3 veces con buffer de lisis y se 

suspendieron en Buffer 1X de Laemmli y se hirvieron durante 5 minutos y se centrifugaron 13,000 rpm 

durante 5 minutos antes de realizar la cromatografía en capa fina. 

Las células HEK293T se transfectaron con plásmido apropiado usando el método de 

lipofectamina, y se cultivaron con 32P (169 μCi/mL), estas condiciones de cultivo se incorporaron en el 

metabolismo celular. Posteriormente realizado pulldown e inmunoprecipitaciones, lisados fueron 

eluídos por cromatografía en capa fina, GDP o GTP se unen a las subunidades Gα se reveló por 

autorradiografía de fósforo-32. 

Para el análisis de competencia de la interacción Gβγ-Gα13QL con los dominios RGL de PDZ-

RhoGEF, los lisados celulares fueron sometidos a pulldown GST con la finalidad de bajar Gβγ-

Gα13QL, posteriormente se recuperaron nuevamente los lisados celulares a los cuales se realizó 

inmunoprecipitación utilizando anti-AU1 para bajar al dominio AU1-RGL y detectar a Gα13QL como 

control positivo de que la interacción entre la subunidad Gα y el dominio RGL está ocurriendo en los 

mismos lisados. La incubación se realizó toda la noche en shaker/hielo/4°C y al día siguiente los 

lisados se incubaron con 25 μL de proteína G. Finalmente se realizaron 3 lavados y se añadió buffer 

de muestra. Anticuerpos utilizados se encuentran incluidos en la Tabla 3. 

 Detección de proteínas por Western blot 9.4.6

Una vez obtenidos los lisados de las células bajo los tratamientos correspondientes, se preparó 

un gel de acrilamida según la mezcla de las soluciones indicadas en la Tabla 4 y 5. Para identificar 

proteínas pesadas arriba de 100 kDa (kilo-daltones), se prepararon geles SDS-PAGE bifásicos de 

6%/10% o bien 6%/12%. Para observar de manera adecuada proteínas con peso de 20 kDa como es 

el caso de las RhoGTPasas y proteínas por debajo de 100 kDa los geles de acrilamida fueron 

preparados al 12%. Los geles se montaron en la cámara de electroforesis de sigma con buffer de 

corrida 1X. Para correr los lisados celulares se utilizaron cámaras de western blot y se conectaron a 

una fuente de poder (BIO-RAD PowerPac Basic). 

Los lisados fueron descongelados y aclimatados, posteriormente se hirvieron durante 5 minutos 

y se centrifugaron al máximo durante 5 min para precipitar complejos de proteínas que se hayan 
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formado. Las muestras fueron cargadas en los carriles según el orden del diseño experimental 

tomando de 20 a 50 µL según sea el caso con ayuda de una Hamilton con capacidad de 50 µL. Para 

pulldowns e inmunoprecipitaciones se cargó el total del volumen obtenido (40 µL) mientras que para 

los lisados citosólicos totales se cargó de 20 a 30 µL. Los carriles vacíos fueron cargados con buffer 

laemmli 1X para limitar la extensión de la muestra adyacente. Para tener una referencia del peso de 

las proteínas a evaluar, se cargó 2-3 µL de un marcador de peso molecular (Precision Plus, Bio-Rad, 

cat 161-0374), preferentemente se dio un carril de distancia a las muestras de lisados. Las muestras 

se corrieron a 20 mA durante 4 horas aproximadamente en una fuente de poder Bio-Rad, hasta que 

las proteínas de interés se distribuyan de manera adecuada para poder transferir y revelar. 

Las proteínas separadas en los geles de acrilamida fueron transferidas a membranas 

Immobilon-P (Millipore, cat. IPV00010), utilizando una cámara de transferencia de Sigma y una fuente 

de poder a 320 mA por 200 min, o bien 350 mA por 250 min para proteínas arriba de 100 kDa. 

Primero, el gel de acrilamida se desmonto de la cámara de electroforesis y se sumergió durante 5 

minutos en buffer de transferencia para equilibrar, al mismo tiempo la membrana de PVDF se activó al 

sumergir en metanol. La cámara para transferencia de Sigma se llenó con Buffer de Transferencia 1X, 

en casetes con esponjas y papel filtro se colocó el gel y encima la membrana de PVDF, asegurándose 

que la dirección de los electrodos promueva la transferencia de las proteínas en el gel hacia la 

membrana de PVDF. 

Transcurrido el periodo de transferencia, las membranas de PVDF con las proteínas se 

bloquearon con leche al 5% en 1X TBS-Tween 0.05% durante 1 hora en el shaker a temperatura 

ambiente. Se realizaron 3 lavados de 5 min con 1X TBS-Tween 0.05%, se cortaron según las 

necesidades del experimento y se incubaron los anticuerpos primarios correspondientes durante toda 

la noche a 4ºC en un agitador. Al día siguiente, las membranas se lavaron 3 veces con 1X TBS-Tween 

0.05% para retirar el exceso de anticuerpo y se incubaron anticuerpos secundarios (anti-mouse o anti-

rabbit) en leche al 5% en 1X TBS-Tween durante 1 hora. Las membranas se lavaron 3 veces con 1X 

TBS-Tween 0.05% y se revelaron usando el sustrato de HRP de Immobilon Western 

Chemiluminescent (Millipore, cat. WBKLS0500), reactivo de revelado, reactivo fijador y placas 

fotográficas. Los anticuerpos utilizados para western blot se encuentran enlistados en la Tabla 3. 
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Tabla 3. Anticuerpos utilizados para western blot e inmunoprecipitación. 

Anticuerpo Origen Marca Catálogo Dilución Incubación 

Anti-PDZ-RhoGEF rabbit Sigma-Aldrich HPA014658 1:10000 TBS-T 

Anti-LARG rabbit Santa Cruz Biotechnology sc-25638 1:5000 TBS-T 

Anti-p115-RhoGEF rabbit Santa Cruz Biotechnology sc-20804 1:5000 leche/TBS-T 

Anti-P-Rex1 rabbit 
Sigma-Aldrich 

(D8O8D) Cell Signaling 

HPA001927 

13168S 
1:1000 leche/TBS-T 

Anti-Trio rabbit Santa Cruz Biotechnology sc-28,564 1:5000 TBS-T 

Anti-Tiam1 rabbit Santa Cruz Biotechnology sc-872 1:5000 TBS-T 

Anti-pMAPK 44/42 rabbit Cell Signaling 9191 1:10000 TBS-T 

Anti-ERK2 total rabbit Santa Cruz Biotechnology sc-154 1:10000 TBS-T 

Anti-pAKT 1/2/3 ser473 rabbit Santa Cruz Biotechnology sc-7985-R 1:5000 TBS-T 

Anti-PKBα/AKT1 mouse Sigma-Aldrich P2482 1:10000 TBS-T 

Anti-pS6 rabbit Cell Signaling 5364 1:5000 TBS-T 

Anti-S6 mouse Santa Cruz Biotechnology sc-74459 1:10000 TBS-T 

Anti-CREB rabbit Cell Signaling 9197S 1:5000 TBS-T 

Anti-Rac1 mouse BD Transduction Laboratories 610651 1:10000 TBS-T 

Anti-Rho mouse Santa Cruz Biotechnology sc-418 1:5000 TBS-T 

Anti-Cdc42 mouse Santa Cruz Biotechnology sc-8401 1:5000 TBS-T 

Anti-RhoJ mouse Abcam ab57584 1:5000 TBS-T 

Anti-pan-Ras mouse Merck Millipore OP40 1:10000 TBS-T 

Anti-Gβ rabbit Santa Cruz Biotechnology sc-261 1:5000 TBS-T 

Anti-Gαq rabbit Santa Cruz Biotechnology,  sc-392 1:5000 TBS-T 

anti-Gα13 (Cter / Nter) rabbit Serum / Santa Cruz sc-410 1:10000 Leche/TBS-T 

anti-Gα12 rabbit Santa Cruz Biotechnology, sc-409 1:3000 TBS-T 

mTOR rabbit Millipore  1:3000 TBS-T 

anti-PRKAR1α mouse BD Transduction Laboratories 610165 1:10000 TBS-T 

anti-GST mouse Santa Cruz Biotechnology sc-138 1:2000 TBS-T 

anti-Flag mouse Sigma-Aldrich F3165 1:10000 TBS-T 

anti-HA mouse Covance  1:10000 TBS-T 

anti-GFP mouse Santa Cruz Biotechnology sc-9996 1:10000 TBS-T 

anti-His mouse Sigma-Aldrich H-1029 1:10000 TBS-T 

anti-AU1 mouse Covance MMS-130P 1:10000 TBS-T 

anti-actina mouse suero - 1:10000 TBS-T 

Anti-mouse  KPL 074-1802 1:10000 leche/TBS-T 

Anti-rabbit  KPL 074-1516 1:10000 leche/TBS-T 

Anti-goat    1:10000 leche/TBS-T 
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Tabla 4. Soluciones necesarias para la preparación de geles de acrilamida para western blot. 

Gel Separador         

Volumen final 5 mL 10 mL 15 mL 20 mL 25 mL 30 mL 46 mL 50 mL 

6%         

H2O 2.6 5.3 7.9 10.6 13.2 15.9 21.2 26.5 

Acrilamida 30% 1 2 3 4 5 6 8 10 

Tris 1.5M (pH 8.8) 1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5 

SDS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

Sulfato de amonio 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

TEMED 0.004 0.008 0.012 0.016 0.02 0.024 0.032 0.04 

8%         

H2O 2.3 4.6 6.9 9.3 11.5 13.9 18.5 23.2 

Acrilamida 30% 1.3 2.7 4 5.3 6.7 8 10.7 13.3 

Tris 1.5M (pH 8.8) 1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5 

SDS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

Sulfato de amonio 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

TEMED 0.003 0.006 0.009 0.012 0.015 0.018 0.024 0.03 

10%         

H2O 1.9 4 5.9 7.9 9.9 11.9 15.9 19.8 

Acrilamida 30% 1.7 3.3 5 6.7 8.3 10 13.3 16.7 

Tris 1.5M (pH 8.8) 1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5 

SDS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

Sulfato de amonio 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02 

12%         

H2O 1.6 3.3 4.9 6.6 8.2 9.9 13.2 16.5 

Acrilamida 30% 2 4 6 8 10 12 16 20 

Tris 1.5M (pH 8.8) 1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5 

SDS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

Sulfato de amonio 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02 

15%         

H2O 1.1 2.3 3.4 4.6 5.7 6.9 9.2 11.5 

Acrilamida 30% 2.5 5 7.5 10 12.5 15 20 25 

Tris 1.5M (pH 8.8) 1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5 

SDS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

Sulfato de amonio 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02 

 

Tabla 5. Soluciones necesarias para la preparación del gel concentrador. 

Gel Concentrador          

Volumen final 1 mL 2 mL 3 mL 4 mL 5 mL 6 mL 8 mL 10 mL 15 mL 20 mL 

H2O 0.68 1.4 2.1 2.7 3.4 4.1 5.5 6.8 10.2 13.6 

Acrilamida 30% 0.17 0.33 0.5 0.67 0.83 1 1.3 1.7 2.53 3.4 

Tris 1.5M (pH 8.8) 0.13 0.25 0.38 0.5 0.63 0.75 1 1.25 1.88 2.5 

SDS 10% 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0.1 0.15 0.2 

Sulfato de amonio 10% 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0.1 0.15 0.2 

TEMED 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.008 0.01 0.015 0.02 
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Solución de Stripping para retirar anticuerpos 

Para retirar los anticuerpos revelados en una primera ocasión, las membranas fueron 

desnudadas con solución de stripping (10 mL) preparada con SDS-glicina a pH de 2.0. Se añadió de 5 

a 10 mL a la membrana que se desea procesar y durante 30 minutos se colocó en shaker horizontal, 

posteriormente se retiró y se enjuagó con agua bidestilada, se realizaron 3 lavados con TBS-T para 

bloquear 1 hora con leche antes de añadir el nuevo anticuerpo primario. En el caso donde el 

anticuerpo que se desea retirar es muy fuerte (por ejemplo, ERK total, pERK), se añade antes de la 

solución de stripping, agua hirviendo en shaker durante 2 minutos. 

9.5 Modelo tumoral en ratones con fondo genético C57 y FVB 

 Inoculación de células tumorales en ratones 9.5.1

Establecimos un modelo de tumor murino, utilizando los cultivos de células tumorales de 

pulmón, indujimos el desarrollo de tumores en los ratones correspondientes. Para el desarrollo de 

tumores murinos, los ratones C57/BL6 fueron inoculados con un millón de células de carcinoma de 

pulmón de Lewis (LLC/D122 con o sin expresión de GFP para su identificación) obtenidas de cultivos 

confluentes in vitro con medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino y antibiótico. Por 

otro lado, los ratones de la cepa FVB/N fueron inoculados con células de carcinoma alveolar-bronquial 

de pulmón (LAP0297). 

 

Figura 18. Diagrama del procedimiento para generar tumores murinos. Cultivos de células tumorales confluentes 

fueron tripsinizados para suspender a las células, la tripsina se neutralizó con medio suplementado suero y las células 

recuperadas en tubo se centrifugaron para preparar una dilución adecuada para contar las células en cámara de neubauer. 

Se prepararon diluciones que tuvieran la cantidad de células requeridas en un volumen de 100 μL para inocular via 

subcutánea en el dorso de ratones correspondientes. Finalmente, se monitoreo el crecimiento de los tumores durante 15 

días. 
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Para realizar la inoculación de células tumorales en los ratones, se generaron suspensiones de 

1X106 células en 100 µL de vehículo, es decir 10X106 células/mL, y se inocularon vía subcutánea en 

el dorso del animal con una jeringa para insulina 31G X 6mm de 0.3 mL. Consideramos que este 

procedimiento permite evitar pérdida de la movilidad del ratón y ofrece las mejores condiciones para el 

seguimiento del desarrollo del tumor. 

El procedimiento general para la implantación de células tumorales se muestra en la Figura 18 y 

se describe a continuación. Las células fueron desprendidas de las cajas p100 con Tripsina-EDTA 

(0.05- 0.1%), en pocos minutos se neutralizó la proteasa con medio completo (5 mL de DMEM) y se 

centrifugaron a 1,200 rpm durante 5 min para retirar el medio y suspenderlas en un volumen menor 

para realizar el conteo de células viables. Se tomaron 10 µL de la suspensión de células y se añadió 

10 µL de azul de tripano, posteriormente se realizó el conteo en el hemocitómetro en los 4 cuadrantes 

esquinados y se prosiguió a calcular la cantidad de células tumorales obtenidas. La cantidad de 

células se ajustó a diferente concentración (1X106, 5X106 y 10X106 células) en un volumen de 100 µL 

de medio DMEM sin SFB, posteriormente fueron inyectadas por vía subcutánea con una jeringa de 0.3 

mL y una aguja 31G x 6mm en el dorso del animal. Los animales controles recibieron el volumen 

correspondiente de vehículo. Los cálculos realizados en este paso se muestran a continuación. 

Cálculo 

                            

 
(      )(        )             

 

       

  
(                                      )                   

 

El desarrollo de tumores se evaluó tomando mediciones periódicas del diámetro del tumor una 

vez que este fue evidente al tacto y macroscópicamente visible. Los tumores comenzaron a detectarse 

al tacto entre el tercer y cuarto día, el volumen del tumor en el ratón se determinó mediante 

mediciones del ancho y largo del tumor con un Caliper (Flexbar 18314-C), con estos valores obtenidos 

el volumen del tumor se calculó mediante la siguiente ecuación: 

                     (           )(        ) 
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 Participación de células cultivadas de la médula ósea en el crecimiento del 9.5.2

tumor primario 

 

Co-inoculación de células de médula ósea recién extraídas junto con células tumorales 

  
 

Co-inoculación de células derivadas de la médula ósea junto con células tumorales 

 

Figura 19. Esquemas para el procedimiento para la co-inoculación de células tumorales con células cultivadas de 

la médula ósea, o bien, células de la médula ósea fresca. A) Co-inoculación de células tumorales con células de la 

médula ósea recién extraídas. Ratones fueron sacrificados y se les extrajo la médula ósea de la tibia, posteriormente se 

lisaron los eritrocitos y se lavaron las células nucleadas, se contaron y se mezclaron con células tumorales con una 

relación 1X106 de tumorales + 0.5X106 células de la médula ósea. B) Co-inoculación de células tumorales con células 

derivadas de la médula ósea cultivadas durante 15 días en EGM-2MV, tripsinizadas, contadas y mezcladas con células 

tumorales antes de inocular en los ratones. 

A 

B 
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Evaluamos en un modelo in vivo el efecto de la co-inoculación de células tumorales con células 

cultivadas o células recién extraídas de la médula ósea (Figura 19). Los cultivos de la médula ósea 

una vez que alcanzaron 15 días de cultivo, se les retiró el medio completo (EGM-2MV) y fueron 

lavadas en dos ocasiones con PBS 1X por lo menos, posteriormente se añadió 1 a 2 mL de tripsina y 

se incubaron durante ~20 min hasta despegar las células con ayuda de la micropipeta de 1 mL. Una 

vez que se observen células parcialmente despegadas se añadió EGM-2MV (suplementado) para 

neutralizar la tripsina; la suspensión de células se trasladó a un tubo falcon de 15 mL y se elevó el 

volumen para centrifugar a 1,200 rpm durante 5 min, antes de ello se tomó una muestra (10 µL) para 

realizar el conteo y cálculo de las células viables con azul de tripan y con ayuda del hemocitómetro. El 

sobrenadante se retiró y se añadió el volumen correspondiente para obtener la cantidad de células/μL 

necesarios para la inoculación. 

Simultáneamente se prepararon las células tumorales para la inoculación, para ellos se tomaron 

cajas P100 de células LAP0297 o bien, LLC confluentes para retirarles el medio suplementado (DMEM 

con SFB 10% y antibióticos) con ayuda de vacío; fueron lavadas con PBS 1X y se despegaron con 1 

mL de tripsina por caja. La tripsina se neutralizó con DMEM suplementado (relación 1:5 de 

tripsina:medio); se tomó una muestra de la suspensión de células para cuantificar con azul de tripan y 

hemocitómetro. Para el caso de LLC fue necesario filtrar con redes cell strainer 40 µm después de 

tripsinizar y antes de tomar muestra para el conteo de células, esto se realizó para evitar inocular 

grumos de células tumorales. Posteriormente se centrifugaron a 1,200 rpm durante 5 min para 

preparar la suspensión de células con el volumen adecuado para inocular las células tumorales 

deseadas. Las células se suspendieron en DMEM sin suero y sin antibióticos para la inoculación de 

los ratones en el dorso. 

 

 Disgregación de tumor y aislamiento de células de interés 9.5.3

Realizamos algunos análisis en las células que conformaron los tumores murinos, así como los 

pulmones de los animales experimentales. Los ratones inoculados, fueron sacrificados y los tumores 

murinos fueron extirpados con material quirúrgico evitando extraer tejido del entorno tumoral como piel 

o musculo. El tumor extirpado se lavó tres veces con PBS 1X y es pesado en una balanza analítica, 

posteriormente el tumor fue triturado con ayuda de pinzas y tijeras quirúrgicas en un vidrio sobre una 

cama de hielo, después el tejido tumoral se coloca en un tubo falcon de 50 mL con 10 mL de 
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colagenasa II (concentración) en DMEM y un agitador magnético. El tubo se incubó en baño maría a 

37°C con un agitador a velocidad suave durante 45 min a 1 hr (preferentemente hasta observar turbio 

el DMEM con tripsina, como consecuencia de células disgregadas flotantes). 

Una vez obtenida la disgregación del tumor, la suspensión del disgregado tumoral fue filtrada a 

un nuevo tuvo de 50 mL con cell strainer 40 µm para obtener sólo la suspensión de células 

individuales y desechar el tejido tumoral parcialmente disgregado. Posteriormente se añadieron 40 mL 

con una solución de SFB al 5% en PBS 1X para neutralizar a la colagenasa II y se centrifugó a 1,200 

rpm por 5 min. Se retiró el sobrenadante y el pellet de células se re-suspendieron en 100 µL de PBS 

1X y se dividió en tubos para incubar con anticuerpos marcados con colorante fluorescente para 

citometría de flujo. Los anticuerpos fueron incubados durante 30 min en los tubos colocados en hielo y 

envueltos con papel aluminio para protegerlos de la luz blanca. Después del tiempo de incubación, las 

células fueron suspendidas en un volumen de 15 mL de PBS 1X y centrifugadas para realizar lavado 

de los anticuerpos. Finalmente, las células fueron suspendidas en 2 mL de PBS 1X y colocadas en 

tubos para citometría en hielo hasta la evaluación en el citómetro. 

 Análisis por citometría de flujo de los marcadores celulares 9.5.4

Realizamos análisis de citometría en células de la médula ósea extraídas de las tibias de 

ratones, en células cultivadas de la médula ósea (por 15 días), en tumores y pulmones extirpados y 

disgregados de los modelos murinos de tumor. La citometría en células extraídas de la médula ósea 

se realizó mediante el sacrificio de un ratón (de fondo genético FVB o bien, C57), estas fueron 

sometidas a lisis de eritrocitos con NH4Cl durante 10 min y después se añadió PBS1X y se centrifugo 

durante 5 min a 1,200 rpm. El pellet de células de la médula ósea se resuspendió en un volumen 

adecuado para incubar cada condición con 100 µL de células + anticuerpo(s) en tubos independientes 

durante media hora en hielo y cubiertos de la luz. 

Las BMDC fueron tripsinizadas y neutralizadas con el medio suplementado EGM-2MV, 

posteriormente fueron centrifugadas para retirar el medio y suspendidas en 50 µL de PBS 1X, se 

añadieron los anticuerpos correspondientes para citometría con volumen de 0.5-1 μL (según la Tabla 

6) y fueron incubados en hielo durante 30 minutos. Pasado el tiempo de incubación, las células fueron 

lavadas con PBS 1X (llevar a 15 mL) y centrifugadas a 1,200 rpm, se retiró el sobrenadante con ayuda 

de una pipeta Pasteur conectada a vacío y el pellet de células se re-suspendió en PBS-1X en un 
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volumen de 2 a 3 mL para evaluar en citómetro. Los marcadores de la superficie celular se evaluaron 

en los citómetros Fortessa y Cyan. Los datos fueron analizados en Summit 5.1 y Kaluza. 

Tabla 6. Anticuerpos utilizados para citometría de flujo. 

Anticuerpo Volumen Marca Catálogo 

Tie2-PE, 1 µL eBioscience 12-5987 

CD45-PE-cyanine7, 0.5 µL eBioscience 25-0451 

CD34-eFluor 450 1 µL eBioscience 48-0341 

CD31-APC 0.5 µL eBioscience 17-0311 

VEGFR2-Alexafluor700 1 µL eBioscience 56-5821 

CXCR4-V450 1 µL BD Bioscience 560875 

CD11b-FITC, 1 µL eBioscience 553310 

CD11b-BV605 0.5 µL BD Bioscience 563015 

 

9.6 RT-PCR de la expresión de RhoGEFs y marcadores celulares 

Determinamos la expresión de los DH-RhoGEFs y algunos marcadores celulares, para ello 

obtuvimos el RNA mensajero de células cultivadas (BMDC) y células frescas (BM) recién extraídas de 

la médula ósea, utilizamos el método de extracción de RNA con TRIzol. Todo el procedimiento se 

realizó con guantes humedecidos con inhibidor de RNAasas (Molecular BioProducts, RNase away, 

cat. 7000), y este mismo reactivo se utilizó para limpiar, con ayuda de gasas, el material requerido 

como las micropipetas. 

A partir de una caja p100 de cultivo de la médula ósea se colocó en hielo dentro de la campana 

de esterilidad, con ayuda de pipeta Pasteur conectada a vacío se retiró el medio suplementado de las 

células y se realizó un lavado con PBS 1X, nos aseguramos de retirar el exceso de PBS 1X inclinando 

la caja. Posteriormente se añadió 1 mL de TRIzol (Invitrogen, cat. 15596-018) directamente para lisar 

las células en la caja de cultivo y con un gendarme se raspó y se recolectó en un tubo eppendorf re-

suspendiendo repetidamente con pipeta de 1 mL de manera suave para una lisis más eficiente. 

En los casos donde se utilizaron las células de la médula ósea recién extraída, se sacrificó un 

ratón FVB-Tie2 y se obtuvieron el fémur y tibia de ambas extremidades posteriores, fueron disecadas 

para extraer la médula ósea como se describe en la sección de cultivo de médula ósea. Utilizando 

PBS 1X se obtuvo la médula ósea en cajas Petri, posteriormente se pasó a tubos de 15 mL, en el cual 
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se añadió 4 mL de NH4Cl para lisar los eritrocitos durante 10 min. El tubo se llenó de PBS 1X y se 

centrifugó a 1,200 rpm para retirar el sobrenadante y lavar las células de la médula ósea nuevamente, 

nos aseguramos de retirar todo rastro de eritrocitos. 

Los tubos con lisados fueron incubados durante 5 min a temperatura ambiente para permitir la 

completa disociación de nucleoproteínas y posteriormente se añadieron 200 μL de cloroformo, se 

agitaron manualmente de manera vigorosa durante 15 segundos dejándolos en reposo a temperatura 

ambiente por 3 min para que se separen las fases adecuadamente. Transcurrido el tiempo de reposo, 

los tubos se centrifugaron 13,000 rpm por 15 min a 4°C para la completa separación de 3 fases 

claramente definidas: una fase roja abajo, una interfase de fenol-cloroformo (blanca), y una capa 

acuosa incolora arriba. El RNA de las células lisadas se encuentra exclusivamente en la capa acuosa, 

por ello se transfirió esta fase a un nuevo tubo estéril evitando contaminación de otras fases. 

EL RNA fue precipitado de la fase acuosa añadiendo 0.5 mL de isopropanol (2-propanol, Fluka, 

cat 59298), se homogenizaron los tubos y se incubaron a -20°C durante toda la noche. Al día siguiente 

los tubos se centrifugaron a 13,000 rpm por 10 min a una temperatura de 4°C. El RNA generalmente 

no formó un pellet claramente visible por la cantidad de células lisadas, pero aun así el sobrenadante 

se retiró con ayuda de vacío y se realizó un lavado del RNA añadiendo 1 mL de etanol al 75%, las 

muestras se agitaron en vortex y centrifugaron a 8,000 rpm por 5 min a 4°C. Todo el sobrenadante se 

retiró completamente y el residuo de etanol se dejó evaporar por varios minutos para secar la pastilla 

de RNA manteniendo el tubo destapado dentro de la campana estéril. Finalmente, el RNA se disolvió 

en 30 µL de agua DEPC incubando en baño maría a 55-60°C durante 10 minutos. Los RNA se 

cuantificaron y almacenaron a -70°C hasta su uso. 

Tabla 7. Preparación de la mezcla para eliminar contaminación de DNA en las muestras de RNA, previo a la 

RT. 

Mezcla Vol (µL)  Programa Termociclador 

DNAsa 0.5  30 min   25°C 
15 min   68°C 
    ∞        4°C 

 

Buffer 10X 0.5 

RNA 2.5 μg necesarios (p ej. 4 μL)  

DEPC completar (p ej. 3 μL) 

Volumen final debe ser 8 μL, añadir cada componente de la mezcla en orden ascendente. 
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Como control realizamos una prueba de PCR que podría considerarse opcional y se describe a 

continuación. Antes de obtener el DNA complementario (cDNA), se realizó una PCR control utilizando 

el RNA como templado con la finalidad de evaluar si existe contaminación con DNA, el procedimiento 

completo para la PCR se describe más adelante. Primero se preparó la mezcla de PCR, mostrada en 

la Tabla 11. Utilizando el primer de actina y RNA, se preparó y se utilizaron las condiciones del 

termociclador de la Tabla 12. Posteriormente se preparó un gel de agarosa al 2% con bromuro de 

etidio en cual se cargaron los productos de PCR (5 y 10 µL), un control positivo y un marcador de 100 

pb, se corrieron en la cámara de electroforesis a 70 mA y una vez separados adecuadamente se 

observaron en UV para la búsqueda de bandas correspondientes al amplificado de actina en un gel de 

agarosa. En caso de obtener amplificado de actina en el RNA extraído, se realizó un tratamiento con 

DNAasa para degradar los restos de DNA que contaminan el RNA. Para degradar el DNA en las 

muestras de RNA previo a la RT, se utilizaron las condiciones descritas en la Tabla 7, los volúmenes 

de los reactivos y las temperaturas del ciclo. Se utilizo: DNasa I recombinant RNase-free (Roche, 04 

716 7289) y el kit de RT: SuperScript III First-Strand (Invitrogen, 18080-051). 

Los reactivos utilizados se descongelaron en una charola de hielo dentro de la campana 

previamente esterilizada en UV. Después del tratamiento con la DNAasa para eliminar la posible 

contaminación con DNA, a los productos de esta reacción (8 μL) se le añadió dNTPs y Oligo DT para 

hibridar las colas de poli-adenina de los RNA mensajeros con el oligo dT (Tabla 8). 

Tabla 8. Preparación de la mezcla previa a la RT para hibridar el RNA con el Oligo dT. 

Mezcla Vol (µL)  Programa Termociclador 

Producto de DNAsa 8  5 min   65°C 
    ∞        4°C 

 dNTPs 1 

Oligo dT 1  

Volumen final debe ser 10 μL 

 

La mezcla de RT se prepara en hielo dentro de campana y se tiene lista para cuando salga la 

preparación descrita en la Tabla anterior, se añadan los 10 μL de la mezcla RT a cada tubo. Esta 

mezcla se puede preparar para más de una RT, pero solo se añaden los 10 μL correspondientes a 

cada tubo, Tabla 9. El kit de RT utilizado fue: SuperScript III First-Strand (Invitrogen, 18080-051). 



Comunicación y Migración Celular en Cáncer Material y Métodos 

 

63 

Tabla 9. Preparación de la mezcla para la retrotranscripción (RT). 

Mezcla Vol (µL) para 5 RT (X 5)  Programa Termociclador 

Mezcla tratada con DNAsa 
y con dNTPs/Oligo DT 

10   50 min   50°C 
10 min   25°C 
50 min   50°C 

 
  5 min   85°C 

 
    ∞       40°C 

Buffer 10X 2 10  
 
 
 

MgCl2 4 20 

DTT 2 10 

RNA out 1 5 

Script II 1 5 

Volumen final debe ser 20 μL     

 

Finalmente, se añadió la RNAsa Eco y a un ciclo en el termociclador con las condiciones 

señaladas en la (Tabla 10), para degradar el RNA y conservar el cDNA obtenido de la RT en la 

mezcla. 

 

Tabla 10. Preparación para degradar el RNA posterior a la RT. 

Mezcla Vol (µL)  Programa Termociclador 

Producto de la RT 20  20 min   37°C 
    ∞        4°C 

RNAsa Eco 1 

Volumen final debe ser 21 μL 

 

Los productos finales de RT (cDNA) se guardaron a -20°C hasta que se utilizaron para realizar 

las PCRs. Para realizar las PCRs se utilizó una mezcla comercial para disminuir variabilidad 

experimental a la cual únicamente se añadió el cDNA, DMSO y agua, además permitió cargar los 

productos finales directo al gel de agarosa, dado su color rojo permitió ver el corrimiento de la muestra 

en el gel. La mezcla comercial fue: Ready mix JumpStar (Sigma Aldrich, cat. P0982). Los reactivos 

utilizados para la PCR se enlistan en la Tabla 11 y la secuencia de los primers de los DH-RhoGEFs 

y de marcadores celulares utilizados se incluye en la sección de Anexos. Los reactivos se 

descongelaron en hielo dentro de campana esteril y se prepararon las mezclas requeridas y 

posteriormente se colocaron en el termociclador con las condiciones mostradas en la Tabla 12. 
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Tabla 11. Mezcla de para PCR de actina, DH-RhoGEFs y marcadores celulares a partir del cDNA. 

Mezcla Vol (µL) Vol (µL) X 10 DH-RhoGEFs 

Ready Mix JumpStart 12.5 125 

DMSO 1.25 12.5 

H2O 10.25 102.5 

Primer Actina R 0.5 - 

Primer Actina F 0.5 - 

RNA 1 10 

cDNA 1 c/muestra 

*Primer R 1 c/muestra 

*Primer F 1 c/muestra 

*Primers utilizados para RhoGEFs o marcadores, sustituyen a los primers de actina y se ajusta el 
volumen de H2O para un volumen total de 25 µL, la tercera columna es un ejemplo para la 
mezcla necesaria para 10 RhoGEFs o bien, 10 marcadores. La secuencia de los primers se 
incluye en la sección de Anexos. 

Nota: Se realizaron pools cuando se prepararon varias PCRs simultáneas 

Ready Mix: JumpStar Ready, Sigma-Aldrich, cat. P0982 

 

Tabla 12. Condiciones del termociclador para la PCR punto final utilizadas para marcadores celulares, DH-

RhoGEFs y genotipos de ratones. 

 Temp Tiempo 

 94°C 10 min 

 

30 ciclos 

94°C 30 seg 

61°C 30 seg 

72°C 1 min 

 72°C 10 min 

 4°C ∞ 

 

Una vez que se obtuvieron las PCRs correspondientes a los marcadores y DH-RhoGEFs, se 

procedió a correr las muestras en geles de agarosa. Para eso, se prepararon geles al 2% de agarosa 

dado el peso de los productos de PCRs que se esperan entre 100 y 300 pb. La preparación se realizó 

utilizando buffer TAE 1X, agarosa y bromuro de etidio. Se prepararon geles grandes con 30 carriles 

para evaluar simultáneamente los marcadores o los RhoGEFs, a 98 mL de TAE 1X se le añadió 2 gr 
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de agarosa y se calentó en microondas en intervalos de 30 segundos hasta con seguir disolver 

totalmente la agarosa.  

 Genotipos de ratones transgénicos por PCR punto final a partir de biopsias 9.6.1

de la cola 

El procedimiento para obtener el genotipo de los ratones fue según las recomendaciones de 

Jackson Laboratory. Se obtuvo un pequeño fragmento de la cola del ratón mediante el uso de tijeras y 

pinzas quirúrgicas bajo condiciones de asepsia con etanol al 70% e isodine dentro de una campana de 

flujo. El fragmento de la cola se colocó dentro de un tubo eppendorf y posteriormente se almacenó a 

una temperatura de -20°C hasta el procesamiento de las muestras (o de manera inmediata). Para la 

extracción de DNA a partir de las biopsias del ratón, se preparó un buffer de digestión con proteinasa 

K a una concentración final de 0.5 mg/mL y se añadió 0.5 mL a cada tubo. 

 Buffer de digestión de ADN: 50 mM de Tris-HCl, pH 8.0 

 100 mM de EDTA de pH 8.0 

 100 mM NaCl 

 1% de SDS 

 

Después los tubos fueron incubados toda la noche a 50-55 °C con agitación suave para 

favorecer la disgregación completa de la cola. Al día siguiente se retiraron los tubos de la incubación y 

se añadió a cada uno 0.7 mL de fenol / cloroformo / alcohol isoamílico (25:24:1) (Sigma Aldrich), y se 

mezclaron vigorosamente (sin utilizar vortex) durante 1 hr en shaker a temperatura ambiente. Los 

tubos se centrifugaron a 13,000 rpm durante 10 min y se transfirió la fase superior (fase acuosa) a un 

nuevo tubo. Se añadió 1 mL de etanol 100% (previamente enfriado) al tubo con la fase acuosa a 

temperatura ambiente y se agitó suavemente repetidas veces hasta que se formó un precipitado de 

ADN. (Aproximadamente 1 minuto), Se centrifugó a 13,000 rpm durante 5 min y el sobrenadante se 

retiró cuidadosamente. Posteriormente se realizó un lavado con 1 mL de etanol al 70% (-20°C) y se 

invirtió varias veces asegurándose de que se despegó el pellet para un mejor lavado. Nuevamente 

centrifugar 13,000 rpm durante 5 min y retirar cuidadosamente el sobrenadante (con pipeta). Dar otro 

spin durante 1 min y retirar la última gota con pipeta. El tubo se dejó destapado varias horas o toda la 

noche dentro de campana para secar al aire y a temperatura ambiente el pellet de DNA seco (o en el 
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desecador). Finalmente se añadió 200 µL de agua PISA y se incubó a 65 °C durante 15 minutos para 

disolver el DNA y guardar a -20°C hasta su utilización. Cuantificar la concentración de DNA en el 

espectrofotómetro y realizar los cálculos correspondientes para obtener una concentración final de 100 

ng/mL, concentración ideal para la PCR del transgen y el control (secuencias de primers en Tabla 14). 

Para la PCR de los genotipos se preparó una mezcla con un volumen final de 25 µL y a partir de este 

se establecieron los volúmenes como se muestra en la Tabla 13. 

Tabla 13. Preparación de la mezcla para PCR de los genotipos de los ratones. 

Número Mezcla Vol. c/gen (µL) X 10 

1 Ready mix JumpStart 12.5 125 

2 H2O (Pisa) 7.75 77.5 

3 DMSO 1.25 12.5 

4 Primer Transgen F 1 10 

5 Primer Transgen R 1 10 

6 Primer Control F 0.25 2.5 

7 Primer Control R 0.25 2.5 

8 DNA de ratón 1 10 

 

Nota: Para realizar varias PCRs simultáneas se prepararon pools, la tercera columna muestra el 

volumen necesario para un genotipo (un tubo), ajustar para el número de muestras que se evaluarán, 

en la última columna se ejemplifican las cantidades para 10 genotipos. Ready Mix JumpStar: Sigma-

Aldrich, cat P0982. 

Tabla 14. Secuencia de los primers utilizados para el genotipo de ratones. 

Primer Dirección Secuencia 5´> 3´ 

Transgen F AAG TTC ATC TGC ACC ACC G 

Transgen R TCC TTG AAG AAG ATG GTG CG 

Control positivo F CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT 

Control positivo R GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C 
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Tabla 15. Condiciones de PCR para los genotipos de ratones C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)131Osb/LeySopJ. 

 Temp Tiempo 

 94°C 5 min 

 
35 

ciclos 

94°C 30 seg 

58°C 1 min 

72°C 1 min 

 72°C 10 min 

 4°C ∞ 

 

Una vez obtenidos los productos de PCR, se preparó un gel de agarosa al 2% con bromuro de 

etidio en el cual se cargaron las muestras cuidando de no confundir el orden establecido y se cargaron 

de 5 a 10 μL del producto de PCR, fue suficiente para observar las bandas control y en su caso el 

transgen al visualizar con luz UV (Figura 20). 

 

Figura 20. Genotipos de ratones por PCR. Fotografía representativa de las bandas correspondientes a los genotipos 

realizados a partir de muestras de una camada de ratones C57-GFP y WT. La banda de arriba representa al control 

positivo de la PCR, mientras que la segunda banda (inferior) representa el transgén, las muestras con ausencia de la 

banda inferior son animales silvestres. 

 

9.7 Ensayos de migración celular 

 Migración de células tumorales y células endoteliales en ensayos de cierre 9.7.1

de herida 

Los ensayos de cierre de herida con las células tumorales LAP0297 (Figura 21) se realizaron en 

cajas de 6 pozos (p35) y 12 pozos recubiertas con gelatina 0.02% durante 30 minutos, la gelatina 

(Sigma-Aldrich, cat. G9391, gelatin from bovine skin) fue disuelta en agua miliQ estéril, inicialmente se 
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preparó un stock al 2%, para ello la solución fue calentada a 37°C para que la gelatina se disolviera, 

posteriormente se filtró (22 µm), a partir de este stock se realizó una dilución para obtener la gelatina a 

0.02%. Aproximadamente 14 horas después fueron ayunadas con DMEM sin suero durante 6 horas, 

pasadas 4 horas se añadió 6 µL/mL de mitomicina C (Mitomycin C from Streptomyces caespitosus, 

Sigma-Aldrich, cat. M0440) preparada a 2 mM (concentración final de 12 µM) para detener la división 

celular. Pasadas las 6 horas de ayuno, se realizó la herida con una punta de una pipeta de 10 µL 

utilizando un portaobjetos como guía para trazar una línea en el centro de la caja de células 

confluentes. Las células despegadas por la ralladura de la monocapa de células fueron lavadas con 

PBS 1X. Se realizaron lavados con PBS 1X. El medio de ayuno fue retirado y se añadió medio DMEM 

nuevo para realizar la estimulación y se tomaron fotografías en tiempo cero para tener el área de 

herida inicial. 

 

Figura 21. Diseño experimental para la migración celular de células tumorales LAP0297. Línea temporal del 

experimento de cierre de herida de células tumorales LAP0297, fueron ayunadas por lo menos 6 horas y 2 horas antes de 

la herida se añadió mitomicina y los inhibidores según sea el caso. Al realizar la herida se lavaron las células para retirar 

los restos celulares y en el medio que se añadió nuevamente se pusieron los inhibidores y el estímulo correspondiente. 

Finalmente, las células tumorales se fijaron a las 18 horas. 

En el caso de la estimulación de células LAP0297 con los medios condicionados de las células 

derivadas de la medula ósea, el medio de ayuno se sustituyó por EBM-2, en el cual fueron añadidos 

los estímulos definidos y las diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000 del medio condicionado de BMDC. Los 

ensayos de cierre de herida de células tumorales se llevaron a cabo por 18 horas (tiempo al que 

cierran herida con medio DMEM con 10% de suero fetal bovino), finalizado el tiempo las células fueron 

lavadas con PBS 1X y fijadas con 4% de paraformaldehído (PFA) en PBS 1X durante 30 min. Las 

células son lavadas con PBS 1X y almacenadas a 4°C. Las células fueron teñidas con cristal violeta 

(0.1% con metanol al 10%) durante 5 minutos y lavadas con PBS 1X, posteriormente se tomaron 
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fotografías en diferentes campos de la herida. Las fotos fueron analizadas en Image J para obtener el 

área cubierta de la herida en la monocapa de células. Los inhibidores fueron adicionados a las células 

tumorales después de realizar la herida y se incubaron durante 2 horas antes de añadir los estímulos a 

evaluar, las fotografías basales fueron realizadas en este periodo. La toxina pertussis 200 ng/mL o 

bien, galeína se añadió de manera simultánea con mitomicina C (2 horas antes de estimular) y se 

volvió a añadir junto con los estímulos a evaluar (Figura 21). 

Para evaluar el efecto de las Gα constitutivamente activas en la migración, utilizamos células 

HeLa que se sembraron en gelatina al 0.02% en cajas p35 y se transfectaron (PolyFect, Qiagen cat. 

301105) con vector vacío o subunidades Gα (Figura 22). Estas células fueron ayunadas durante 4 hrs 

con DMEM libre de suero y 2 hrs antes de la herida y el estímulo se añadió mitomicina C a 12 μM junto 

con toxina pertussis (200 ng/mL, Calbiochem, cat. 516560) o el antagonista de CXCR4 AMD3100 (10 

µg/mL, Sigma-Aldrich, cat. A5602). La herida se realizó con una punta de pipeta y cada pozo se lavó 

con PBS 1X tres veces y finalmente el estímulo como CXCL12/SDF-1α (100 ng/mL, PeproTech, cat. 

300-28A) o DMEM 10% de SFB e inhibidores Se añadieron de nuevo en 2 mL de DMEM para 

fotografiar la herida. Después de 24 horas, las células se fijaron con paraformaldehído al 4%, se 

tiñeron con violeta de cristal y se lavaron tres veces con PBS 1X para fotografiar. 

 

Figura 22. Línea temporal del experimento de cierre de herida en células HeLa. Los cultivos celulares tumorales hela 

fueron sembradas sobre gelatina 0.02%, después las células fueron ayunadas durante 3 horas con medio sin suero o 

estímulos. Los inhibidores fueron añadidos 2 horas antes de estimular. Una vez cumplido el ayuno, se realizó la herida con 

una punta de micropipeta, se lavaron y se añadió el estímulo. Finalmente, las células fueron fijadas con PFA 18 horas 

después. 
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 Migración de células derivadas de la médula ósea en ensayos de cierre de 9.7.2

herida 

Los ensayos de cierre de herida con las células derivadas de la médula ósea se realizaron en 

cajas de 12 pozos recubiertas con gelatina 0.02% durante 30 minutos (Figura 23). Las BMDC fueron 

tripsinizadas y sembradas en las cajas recubiertas con gelatina para que se adhirieran, al día siguiente 

Aproximadamente 14 horas después fueron ayunadas con EBM-2 sin suero durante 3 horas, pasadas 

horas de ayuno, se realizó la herida con una pipeta de 10 µL utilizando un portaobjetos como guía. 

Para estos ensayos no se agregó la mitomicina C ya que produce la muerte de las células de la 

médula ósea en pocos minutos, sin embargo, la proliferación de las células es lenta y por tal razón 

consideramos que las células no se dividieron durante el tiempo que se pusieron a migrar. Se 

realizaron 3 lavados con PBS 1X para retirar las células que murieron durante el tiempo de migración. 

 

Figura 23. Línea temporal del experimento de cierre de herida en células derivadas de la médula ósea. Los cultivos 

celulares de médula ósea posterior a los 15 días; las células fueron ayunadas durante 3 horas con medio sin suero o 

estímulos. Los inhibidores fueron añadidos 2 horas antes de estimular. Una vez cumplido el ayuno, se realizó la herida con 

una punta de micropipeta, se lavaron y se añadió el estímulo. Finalmente, las células fueron fijadas con PFA 18 horas 

después. 

Los ensayos de cierre de herida de BMDC se llevaron a cabo por 18 horas (tiempo al que 

cierran herida con PDGF 100 ng/mL), finalizado el tiempo las células fueron lavadas con PBS 1X y 

fijadas con 4% de paraformaldehído (PFA) en PBS 1X durante 30 min y después fueron lavadas 

repetidas veces con PBS 1X y almacenadas a 4°C. Las células fueron teñidas con cristal violeta 

durante 5 minutos y lavadas con PBS 1X, posteriormente se tomaron fotografías en diferentes campos 

de la herida. Las fotos fueron analizadas en Image J para obtener el área cubierta de la herida. La 

toxina pertussis (200 ng/mL) se añadió 2 horas antes de estimular y se volvió a añadir junto con los 

estímulos a evaluar. 
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El estímulo utilizado para activar GPCRs fue el SDF-1 (100 ng/mL) y para receptores TrKs 

utilizamos el PDGF. En el caso de la estimulación con los medios condicionados de las células 

tumorales, el medio utilizado para ayunar a las células tumorales se sustituyó por EBM-2, en el cual 

fueron añadidos los estímulos definidos y las diluciones del medio condicionado de tumorales para 

estimular sin variables del medio a las células derivadas de la médula ósea. 

9.8 Análisis de los resultados y pruebas estadísticas 

Los datos representan la media ± error estándar de tres a cinco experimentos independientes 

como se indica en el pie de las figuras. Los resultados de citometría se analizaron en el software 

Kaluza y Summit 5.1, en los cuales se realizaron las compensaciones y los gráficos. La densitometría 

para la cuantificación de los westerns blot y las áreas en los ensayos de cierre de herida fueron 

analizados con el software Image J. Los datos de los pixeles de la intensidad de las bandas 

analizadas por western blot que corresponden por ejemplo a una proteína en estado fosforilado, como 

pAKT, se ajustó en algunos casos a la cantidad de la proteína total, como AKT total, y a valores que 

preferencialmente fueran del 0 al 10. Para las comparaciones de tratamiento versus control utilizamos 

prueba t, mientras que, para los ensayos de cursos temporales de activación para comparar múltiples 

condiciones experimentales, utilizamos análisis de varianza (ANOVA) de una vía o dos vías seguida 

de la prueba de Tukey o Dunnett con respecto al basal. Se consideró significancia estadística para 

valores de p<0.05. La descripción de la prueba estadística utilizada se señala en lo pies de figura 

correspondientes. Las pruebas estadísticas de los datos se realizaron en el software Sigma Plot 11.0, 

mientras que para realizar las gráficas en el software GraphPad Prisma V6.0. 
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10. Resultados 

En este proyecto estudiamos la comunicación oncogénica y recíproca entre células derivadas 

de la médula ósea y células tumorales; profundizamos en aspectos moleculares de la señalización de 

SDF-1/CXCR4 que llevan a la activación de RhoGEFs como P-Rex1 y cuya vía está involucrada 

estrechamente en la comunicación entre células de la médula ósea y células tumorales. Como parte 

del primer objetivo estudiamos a células derivadas de la médula ósea (BMDC) con un perfil de 

marcadores consistente con monocitos/macrófagos-Tie2, y con propiedades pro-tumorales en un 

modelo murino de carcinoma de pulmón. Profundizamos en la comunicación entre las células 

tumorales y BMDC mediante la evaluación de vías de señalización clásicas y la migración celular 

como parte de los mecanismos de comunicación celular que promueven el crecimiento de tumores. 

Los resultados del segundo objetivo se enfocaron en identificar los DH-RhoGEFs que son 

expresados en las BMDC, encontramos un amplio perfil de RhoGEFs (46 de 62 evaluados) de los 

cuales algunos fueron diferencialmente expresados con respecto a la médula ósea total. Después, por 

western blot buscamos algunos RhoGEFs regulados por GPCRs, dentro de los que destacó P-Rex1, 

un GEF claramente enriquecido en las BMDCs y activado por los medios condicionados de células 

tumorales, así como las RhoGTPasas Rac, Cdc42 y Rho. Con base en antecedentes y nuestros 

resultados consideramos que la vía de Gi→Gβγ/P-Rex1/Rac es relevante para la migración 

dependiente de GPCRs quimiotácticos. En el tercer objetivo, exploramos en modelos celulares las 

propiedades intrínsecas de las subunidades Gα de las proteínas G que llevan a señalizar o no por la 

vía de Gβγ para explicar por qué la migración dependiente de GPCRs quimiotácticos es comúnmente 

vía Gi. Encontramos que la activación de P-Rex1 por Gβγ se previene por las subunidades Gαq y Gα13 

constitutivamente activas (mutantes Q→L), que mantienen interacción con el dímero Gβγ (a través de 

αN), inhibiendo también la activación de AKT y la migración celular inducida por SDF-1/CXCR4/Gi/P-

Rex1. Esta interacción permitió identificar complejos tetraméricos de Gβγ-GαqQL-RGS2, mientras que 

para G13 sugerimos un mecanismo para la disociación de Gβγ-Gα13QL dependiente del efector de 

Gα13. Finalmente, con una estrategia quimiogenética (Gi- y Gq-DREADD) y un sistema endógeno 

(LPAR acoplado a Gq y Gi), validamos que P-Rex1 y AKT se activan eficientemente por Gi, pero no 

por Gq. Este mecanismo molecular estaría implicado en la modulación de la migración de BMDCs 

hacia los tumores y en dirección opuesta. 
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10.1 Resultados del OBJETIVO 1 

Caracterizar una población de células de la médula ósea que contribuyen al desarrollo de 

tumores, con énfasis en la comunicación recíproca por activación de vías de señalización y 

migración celular. 

 

Figura 24. La migración de células derivadas de la médula ósea (BMDC) atraídas por mediadores quimiotácticos 

secretados por las células tumorales distantes y la comunicación pro-tumoral recíproca que establecen. Los 

tumores en crecimiento liberan mediadores quimiotácticos que activan la migración de células de la médula ósea hasta los 

tumores y futuros nichos metastásicos. Después de que las células derivadas de la médula ósea invaden los tumores 

primarios, se sugiere una comunicación intratumoral recíproca entre células tumorales y células derivadas de la médula 

ósea, activando vías de señalización para la sobrevivencia, proliferación y migración celular. Por ello, decidimos establecer 

un cultivo de células derivadas de la médula ósea con efectos pro-tumorales para analizar sus propiedades oncogénicas y 

los aspectos moleculares para la migración celular en el presente y futuros estudios. 
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 Búsqueda de una población de la médula ósea potencialmente pro-tumoral  10.1.1

Cuantificación de células Tie2-GFP en médula ósea fresca por citometría de 

flujo 

Con base en la literatura, consideramos que varias poblaciones de médula ósea con 

marcadores proteicos relacionados a células endoteliales pueden reclutarse y contribuir activamente 

en el crecimiento de tumores en respuesta a la activación de GPCRs quimiotácticos 5,6. En un primer 

acercamiento evaluamos cuantas células nucleadas de la médula ósea aisladas de ratones expresan 

el receptor Tie2 para angiopoyetina (FVB/N-TgN(TIE2-GFP) o bien, FVB-Tie2-GFP), comúnmente 

asociado a células endoteliales 114–116 y a una población macrófagos M2 5,117. Este análisis se realizó 

de manera indirecta en células de la médula ósea extraídas de ratones FVB-Tie2-GFP, los cuales 

expresan la proteína verde fluorescente (EGFP, Enhanced Green Fluorescent Protein) bajo el 

promotor del receptor Tie2, es decir, tienen los vasos sanguíneos e hipotéticamente poblaciones de la 

médula ósea verde fluorescente. En la médula ósea de estos ratones transgénicos se realizó la 

búsqueda de células positivas a GFP por citometría de flujo que posiblemente correspondería a una 

población pro-angiogénica (Figura 25). 

En la médula ósea recién extraída o fresca, se identificó una población pequeña de células con 

expresión de Tie2-GFP (~0.14%) que corresponde a una población hematopoyética y probablemente 

de células progenitoras endoteliales y/o monocitos Tie2+. Validamos el resultado de células Tie2-GFP 

con el contraste simultáneo de células de la médula ósea de ratones silvestres (FVB/NJ), en los cuales 

establecimos la región de los plots que señalan la auto-fluorescencia inherente de las células de la 

médula ósea como control negativo. Además, evaluamos a células disgregadas de pulmones de los 

ratones transgénicos y encontramos que el 10% de las células de este órgano corresponden a células 

Tie2+ consideradas como células endoteliales del pulmón; este resultado concuerda con hallazgos 

previos en los cuales se reportó un ~9% de células endoteliales (Tie2-GFP) que constituyen a los 

pulmones 118, nuestros datos de citometría arrojan valores similares. Para contrastar con la auto-

fluorescencia se utilizó el canal para el color PE, lo cual nos permitió observar el desplazamiento de 

las células con fluorescencia GFP positiva. La población Tie2+ cuantificada por citometría fue muy 

escasa y, por lo tanto, no representó una estrategia eficiente para obtener células Tie2+ u otro tipo de 

poblaciones celulares putativamente pro-angiogénicas como monocitos-Tie2+ o células progenitoras 

de endoteliales para evaluar sus propiedades pro-tumorales. Sin embargo, más adelante evaluamos 
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las propiedades de las células nucleadas de la médula ósea fresca (sin cultivar) en el crecimiento de 

tumores. 

 

Figura 25. Existe una población escasa de células Tie2-GFP+ en la médula ósea de ratones transgénicos que 

expresan GFP bajo el promotor de Tie2 (<1%). Citometría de flujo de células de la médula ósea de ratón FVB WT (plot 

a), médula ósea de ratón FVB-Tie2-GFP (plot b) y de pulmón de ratón FVB-Tie2-GFP (plot c). La médula ósea de los 

ratones WT (control negativo) y Tie2-GFP fue extraída de tibias, los eritrocitos fueron lisados y la citometría se realizó en 

células vivas. Adicionalmente, los pulmones fueron extraídos y disgregados (colagenasa II) para cuantificar las células 

GFP+ como control positivo, donde se ha publicado que existen ~9% de células Tie2-GFP+ que corresponden a las células 

endoteliales de los vasos sanguíneos de los pulmones. Los gráficos de densidad son representativos de 3 experimentos 

independientes. 

Establecimiento de un cultivo de células derivadas de la médula ósea 

(BMDC) de ratones y evaluación de la expresión de marcadores celulares 

por PCR 

Para el desarrollo de este proyecto, implementamos un cultivo de células derivadas de médula 

ósea de ratones silvestres FVB/NJ y C57/BL6, y ratones transgénicos C57BL/6-Tg (CAG-EGFP) 

131Osb/LeySopJ) y FVB/N-TgN(TIE2-GFP) 287Sato/J siguiendo algunas de las condiciones 

señaladas en el protocolo reportado previamente por Sekiguchi y colaboradores en 2008, quienes 

desarrollaron un cultivo de médula ósea enriquecido con células progenitoras de endoteliales que 

evaluadas funcionalmente, contribuyeron a la vasculogénesis inducida por isquemia cardiaca 29, por 

ello, nosotros hipotetizamos que este tipo de cultivos promotores de neovascularización podrían 

contribuir al crecimiento de tumores. 
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Figura 26. Cultivo de células derivadas de la médula ósea de ratones. A) Diseño experimental para el cultivo de 

células de la médula ósea y la predicción de sus propiedades pro-tumorales con base en la literatura. B) Fotografías 

representativas de los cultivos de médula ósea (ratones FVB-Tie2-GFP) donde encontramos enriquecimiento de células 

verde fluorescente. C) Colonias de cultivos de BMDC a los 15 días, fijadas y teñidas con cristal violeta. Fotografías en 

microscopio esteroscópico de fluorescencia Nikon SMZ25. 
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Brevemente, en nuestro trabajo las células nucleadas de la médula ósea fueron extraídas de la 

tibia y fémur de ratones de 6-8 semanas y sembradas sobre pronectina durante 24 horas en un medio 

de cultivo para células endoteliales (EGM-2MV, 5% de SFB). Las células que permanecieron flotando 

a las 24 horas de la siembra, fueron separadas en otras cajas recubiertas con pronectina (las células 

de interés se adhieren de 48-72 horas). Finalmente, las escasas células adheridas forman colonias 

que crecen durante 14 días en EGM-2MV con 10% de SFB, para comenzar a utilizarlas. El esquema 

del proceso de cultivo de médula ósea y fotografías de las colonias formadas se muestran en la Figura 

26. En los cultivos de médula ósea que realizamos con ratones FVB-Tie-GFP encontramos que las 

células verdes fluorescente (hipotéticamente Tie2+) eran enriquecidas particularmente en el 

cultivo de las células que se adhirieron después de 24 horas de la primera siembra, las cuales 

denominamos de adhesión lenta, mientras que en los cultivos de células que se adhirieron durante las 

primeras 24 horas (adhesión rápida) observamos menor cantidad de células GFP+ (Figura 26B). En el 

cultivo de médula ósea, encontramos colonias celulares tanto pequeñas como grandes, con fenotipos 

diferentes, algunas células se observaron muy granulares y redondas, mientras que otras células se 

observaron lisas y alargadas comúnmente más grandes que las primeras (Figura 26C). 

Posteriormente a los experimentos realizados para la estandarización de cultivos de médula ósea, se 

descartaron las células que fueron adheridas en las 24 hrs (adhesión rápida), y trabajamos sólo con 

células que se adhieren después de las 24 horas, y que según lo reportado podrían tener un efecto 

pro-tumoral. 

Durante el desarrollo del cultivo de las células de la médula ósea nos quedó claro que las 

células adheridas finalmente a la caja de cultivo y las cuales proliferaron hasta desarrollar las colonias 

de células, fue una fracción mínima del total de las células de la médula ósea. Este hecho nos hizo 

pensar que las células que se obtuvieron al finalizar las dos semanas de cultivo celular, tendrían una 

expresión diferencial de proteínas como marcadores celulares con respecto al total de las células 

nucleadas de la médula ósea por las siguientes razones: 1) consideramos que pocas poblaciones 

celulares fueron las que se adhirieron del total de las poblaciones celulares que existen en la médula 

ósea, funcionó como un método de selección; 2) las pocas células adheridas fueron las que 

proliferaron, por lo tanto, se enriquecieron durante las dos semanas de cultivo, como un método de 

clonación; y 3) es muy posible que el medio de cultivo utilizado favorezca la adhesión y proliferación 

de células seleccionadas que respondan a los factores de crecimiento contenidos y/o se promueva 

una diferenciación particular de las células adheridas como consecuencia del medio de cultivo 
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favorable para células endoteliales. Por esta razón decidimos evaluar la expresión de algunas 

proteínas a nivel del mRNA, algunos westerns de proteínas de lisados celulares que se muestran en 

secciones más delante, así como una prueba funcional para contrastar las poblaciones que fueron 

cultivadas y expandidas con respecto al total de las células nucleadas de la médula ósea. 

Las células derivadas de la médula ósea (como denominamos a las cultivadas durante dos 

semanas) y células de la médula ósea fresca, mostraron un perfil de marcadores muy similar a nivel 

del mRNA entre las dos condiciones de las células de la médula ósea (Figura 27). Analizamos por 

PCR punto final, la expresión de algunos marcadores para células endoteliales (Tie2, CD31, Ang1, 

VEGFR2, VE-cadherina), células progenitoras (CD133, CD34, Id1 y c-Kit), y otros marcadores que 

señalan células de la médula ósea y células hematopoyéticas (CXCR4, PDGFRβ y CD45). 

Consideramos evaluar marcadores de células endoteliales con base en información reportada 

correspondiente al enriquecimiento de estos marcadores en células progenitoras de endoteliales y 

células pro-angiogénicas derivadas de la médula ósea 29. Como control incluimos a la actina que nos 

permitió normalizar en cada experimento para detectar las diferencias en la expresión de los 

marcadores señalados (además de la cuantificación del mRNA que se ajustó previo a la obtención del 

cDNA). 

En la Figura 27 se muestra la gráfica de la expresión de los marcadores donde se contrasta la 

médula ósea cultivada versus médula ósea recién extraída. Encontramos diferencias significativas: la 

expresión de los marcadores CD31, CD133, CD34 y c-kit el mRNA disminuyó en células 

cultivadas de la médula ósea (BMDC); por otro lado, el mRNA del receptor a PDGFR2 incrementó 

significativamente en estas BMDC. Por su parte, el mRNA del receptor Tie2 mostró una tendencia a 

disminuir en las células cultivadas de la médula ósea, aunque no fue significativo, sugiere que el 

receptor a nivel de proteína podría estar disminuyendo bajo las condiciones de cultivo, contrastando 

con nuestra hipótesis a nivel de la expresión del mRNA, esperábamos diferencias claramente 

definidas en la condición donde las células de la médula ósea son seleccionadas mediante la adhesión 

a la ProNectin y el medio de cultivo para células endoteliales durante 15 días, versus aquellas células 

nucleadas recién extraídas de la médula ósea. Sin embargo, en las siguientes secciones mostramos 

resultados de citometría de flujo del receptor Tie2 en la superficie de las células de la médula ósea y 

una comparación de las propiedades pro-tumorales de las células cultivadas y las células obtenidas en 

fresco. 
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Figura 27. Expresión del mRNA de marcadores (células endoteliales, progenitoras y hematopoyéticas) en las 

células derivadas de la médula ósea (cultivadas) y en células de la médula ósea recién extraída. Se obtuvo el mRNA 

de células de la médula ósea fresca (BM) de ratones FVB y de células derivadas de la médula ósea que fueron cultivadas 

por dos semanas (BMDC), posteriormente se realizó RT-PCR de diferentes marcadores celulares. Los datos representan la 

media ± EE de tres experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; ANOVA de dos vías seguida de la prueba 

de Tukey. 

 Enriquecimiento de células Tie2+ en los cultivos de células derivadas de la 10.1.2

médula ósea 

Para determinar las poblaciones celulares que se encontraban en el cultivo de células derivadas 

de la médula ósea, realizamos citometría de flujo para evaluar a proteínas expuestas en la superficie 

celular como el receptor Tie2 de angiopoyetina que es asociado a células endoteliales principalmente 

(Figura 28), el marcador CD34 de células troncales y CD45 como marcador de células 

hematopoyéticas; estos marcadores fueron analizados en las células cultivadas de la médula ósea 

(BMDC) y comparamos simultáneamente con células de la médula ósea extraídas en fresco para 

averiguar si hubo cambios en las poblaciones celulares cultivadas, en estos experimentos 

encontramos algunos resultados interesantes que se describen a continuación. 
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Figura 28. Cultivos de BMDC son enriquecidos de células Tie2+CD45+. Se evaluaron simultáneamente células 

cultivadas de la médula ósea por 15 días y células de la médula ósea extraídas en fresco por citometría de flujo de células 

vivas. A) Plots de células distribuidas en los marcadores CD45, Tie2 y CD34. B) Análisis del Gate de las células Tie2+ y 

distribución en los marcadores CD45 y CD34. 

En la Figura 28A se muestran las citometrías de las células de la médula ósea recién extraída 

(BM: plot a, b, c y g) y talB de células cultivadas de la médula ósea (BMDC: plot d, e, g y h). La 

mayoría de las células nucleadas de la médula ósea recién extraída de las tibias de ratones silvestres 

(BM), fue CD45 positivas y una escasa población fue Tie2+ (plot b) que se encuentra distribuida como 
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fracciones CD45 positiva y negativa. También encontramos una población CD34+/CD45+ (plot c) pero 

que no expresaban en la superficie el receptor Tie2 (plot g). En contraste, en el cultivo de células de 

la médula ósea encontramos claramente enriquecida una población de células con el receptor 

Tie2 y que además tienen el marcador de células hematopoyéticas CD45 (BMDC, Figura 28A, plots 

e/h). Por su parte, las poblaciones celulares con el marcador CD34 parecen disminuir y distribuirse 

como CD45+ y CD45- en los cultivos de médula ósea (A plot f). La auto-fluorescencia de las células 

inicialmente se consideró la señal obtenida al pasar una fracción de las células de médula ósea fresca 

BM (plot a) y cultivadas BMDC (plot d) que no fueron incubadas con los anticuerpos contra los 

marcadores y se contrastó el desplazamiento en el plot de la otra fracción de células que sí fueron 

incubadas con los anticuerpos señalados. 

En las células derivadas de la médula ósea, al realizar el gate de células Tie2+, confirmamos 

que todas las células Tie2+ fueron también CD45+ y que además, pocas de estas células 

Tie2+/CD45+ fueron CD34 positivas, similar a las células separadas de la médula ósea fresca (Figura 

28B plot b, c, d); sin embargo, bajo las condiciones del cultivo celular, claramente se enriquece una 

población de células Tie2+/CD45+ si se contrasta con la cantidad de células que se encuentran en la 

médula ósea fresca con estos marcadores, como se puede observar en la Figura 28 las células en rojo 

como Tie2+ (Figura 28B plot b/c/d versus f/g/h), pocas células se detectaron. Los cultivos provenientes 

de la médula ósea mostraron un enriquecimiento de una población Tie2+/CD45+ que va desde el 30% 

hasta el 50% del total de células cuantificadas por citometría (experimentos con 10,000-100,000 

eventos), mientras que en la médula ósea fresca sólo se detectó menos del 1% del total de células 

cuantificadas. El efecto de las condiciones de cultivo es muy claro cuando se contrasta la población 

Tie2+/CD45+. 

Estos resultados sugieren que el cultivo de células derivadas de la médula ósea sobre una 

matriz similar a fibronectina (ProNectin) y con un medio de células endoteliales, se enriqueció de 

células Tie2+/CD45+, esta subpoblación celular es compatible con la idea de una estirpe celular 

cercana a leucocitos y con base en la literatura estipulamos que son células similares a una población 

pro-angiogénica de monocitos Tie2+ asociados a tumores. 

En la literatura se reporta una población de la médula ósea con propiedades pro-tumorales, 

consiste con una subpoblación de monocitos que expresan el receptor Tie2. En la figura tal 

observamos que en el cultivo de BMDC se enriqueció una población de células que expresó el 
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receptor Tie2+ y que además presentó el marcador CD45, esto nos hizo considerar que esta población 

se trata de monocitos, así pues, evaluamos un marcador de monocitos CD11b mediante citometría de 

flujo de células vivas, estos resultados se muestran en la Figura 29. 

 

Figura 29. Las BMDC Tie2+/CD45+ expresan el marcador de monocitos CD11b. A) Citometría de células vivas de la 

médula ósea recién extraída; fueron incubadas con anti-CD11b y anti-Tie2, los cuadrantes se establecieron según la auto-

fluorescencia de las células que no fueron incubadas con anticuerpos. B) Citometría de células vivas derivadas de la 

médula ósea donde identificamos las células Tie2+ (mostradas en rojo células positivas y en azul células negativas), y 

cómo estas células se distribuyen con los marcados de CD45 (PE-Cy7) y CD11b (FITC). 

En la Figura 29A nuevamente observamos en el plot a) la escasa cantidad de células Tie2+ en 

las células de la médula ósea completa, adicionalmente, cerca de la mitad de las células Tie2+ 

presenta la expresión CD11b de monocitos, en médula ósea el marcador CD11b es muy abundante y 

una fracción pequeña de estas células tenían el receptor Tie2 (plot b). Observamos en la Figura 29B a 

las células Tie2+ (en rojo células positivas y en azul células negativas) y cómo se distribuyen en los 

otros marcadores membranales analizados. En las células cultivadas, encontramos el enriquecimiento 

de población celular con los marcadores Tie2+ y CD11b+, sugiere fuertemente que corresponden a 

una población de monocitos, todas las células tienen el marcador CD45+ y una gran cantidad de ellas 

son CD11b+. Mientras tanto, en médula ósea fresca observamos una pequeña población Tie2 
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(0.77%), de la cual una escasa cantidad de ellas presentó el marcador CD11b, una cantidad alta de 

células de la médula ósea fresca es CD11b+, pero una escasa cantidad de ellas tiene el marcador 

Tie2+. 

Nuestros resultados previos apoyan que los cultivos de células de la médula ósea son 

enriquecidos de una población de monocitos Tie2+/CD45+/CD11b+ y con base en la literatura, 

consideramos que células con estas características podríamos encontrar en tumores de ratones, con 

la finalidad de validar que las células derivadas de la médula ósea que cultivamos durante 15 días en 

un medio favorable para células endoteliales pueden mimetizar en cultivo a aquellas células que son 

atraídas al tumor y manipuladas para contribuir al crecimiento del mismo adquiriendo el fenotipo 

adecuado para dicha función pro-tumoral. Por lo anterior, indujimos tumores en ratones mediante la 

inoculación de 1X106 de células tumorales en el dorso del animal y permitimos su crecimiento durante 

15 días, alcanzado este tiempo, los ratones fueron sacrificados y los tumores obtenidos para disgregar 

las células que lo conformaban y evaluar por citometría de flujo los marcadores de la superficie celular 

de nuestro interés. 

 

Figura 30. Los tumores murinos son infiltrados por células Tie2+CD11b+CD45+. Ratones FVB fueron inoculados con 

un millón de células tumorales LAP0297, después de dos semanas, cada ratón fue sacrificado, y extirpado el tumor para 

disgregar con colagenasas y realizar la citometría de las células que componen el tumor primario. Las células fueron 

incubadas con anticuerpos para Tie2, CD11b y CD45, en el plot a) se muestra el desplazamiento de la población Tie2 (PE) 

de todas las células del tumor. En el plot b) se muestra la distribución de las células Tie2 y CD11b (BV605) mientras que en 

el plot c) la distribución de las células Tie2 con CD45 (PE-Cy7) y en el plot d) la distribución de células CD45+/CD11b+. 

En tumores murinos en ratones inmunocompetentes FVB utilizando las células tumorales de 

carcinoma de pulmón LAP0297 112, buscamos células que cumplieran con los marcadores Tie2+, 

CD45+ y CD11b+, que previamente observamos se encuentran enriquecidas en los cultivos de médula 
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ósea que estandarizamos. Evaluamos por citometría de flujo a las células presentes en el tumor 

primario que creció durante dos semanas; en la Figura 30 observamos en el primer plot que una 

pequeña fracción de células es Tie2+ que corresponde al cuadrante inferior derecho, después si 

observamos cuales de estas células Tie2 expresan el marcador CD11b (segundo plot), encontramos 

que todas las células Tie2+ cuentan con CD11b (cuadrante superior derecho), y una gran cantidad de 

células presentes en los tumores cuentan con este marcador. Al analizar CD45 y Tie2 juntos, de 

manera similar la mayoría de las células Tie2+ fueron positivas a CD45. En el tumor hubo una 

población enriquecida de células CD45+/CD11b+. Estos datos apoyan la idea de que células de la 

médula ósea Tie2+/CD45+/CD11b+ son atraídas al ambiente tumoral para contribuir en el 

crecimiento de este. 

 

 Las células de la médula ósea expandidas in vitro (Tie2+/CD11b+/CD45+), 10.1.3

promueven el crecimiento del tumor primario en ratones 

Las células derivadas de la médula ósea que fueron cultivadas mostraron enriquecimiento de 

una población de monocitos-Tie2 previamente reportada en tumores donde las células endoteliales 

asociadas a tumores secretan Ang2 para reclutarlos 117; por lo tanto analizamos funcionalmente el 

papel que podrían jugar las células que cultivamos de la médula ósea en un modelo de tumor murino, 

la literatura señala que los tumores reclutan células de la médula ósea para favorecer su crecimiento y 

el desarrollo de metástasis, nosotros facilitamos el encuentro de las células tumorales con las células 

de la medula ósea en nuestro modelo para determinar su contribución directamente. En ratones FVB 

inmunocompetentes desarrollamos un modelo de tumor, inoculamos células de carcinoma de pulmón 

LAP0297 en el dorso de los ratones vía s.c. y monitoreamos la aparición y el incremento en el volumen 

del tumor durante 15 días. En la Figura 31A, se muestra el diseño experimental que representa los tres 

grupos experimentales que se analizaron para contrastar el incremento del volumen de tumor, el 

primero fue inoculado únicamente con las células tumorales LAP0297, el segundo grupo fue inoculado 

con células tumorales mezcladas con células nucleadas de la médula ósea obtenida en el momento, y 

un tercer grupo de ratones inoculados con células tumorales mezcladas con células de la médula ósea 

que fueron cultivadas durante 15 días según el protocolo descrito previamente. 
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Figura 31. Cultivo de células de la médula ósea enriquecido de poblaciones celulares (Tie2+/CD11b+/CD45+) que 

promueven el crecimiento tumoral. A) Diseño experimental que representa la inoculación del primer grupo experimental 

sólo con células tumorales, el segundo grupo inoculado con células de la médula ósea sin cultivar junto con células 

tumorales, y el tercer grupo con células cultivadas de la médula ósea junto con células tumorales. B) Las células derivadas 

de la médula ósea aceleran el crecimiento del tumor en ratones FVB. Los ratones se dividieron en 3 grupos, el primero fue 

inoculado únicamente con 0.5X106 de células LAP0297 (en negro, n=12), el segundo con 1X106 BMDC + 0.5X106 células 

LAP0297 (en rojo, n=6) y el tercer grupo con 1X106 células médula ósea fresca + 0.5X106 células LAP0297 (en azul, n=10). 

Los datos representan la media ± EE. *p<0.05 LAP0297 vs (LAP0297+BM); ***p<0.001 Ctrl vs (LAP0297+BMDC); ANOVA 

de dos vías de mediciones repetidas seguida de la prueba de Tukey. 

Nuestros resultados arrojaron hallazgos interesantes, en la cepa de ratones FVB 

inmunocompetentes, observamos el crecimiento tumoral cuando fueron inoculados con baja cantidad 

de células tumorales (medio millón de células LAP0297), alcanzando el volumen máximo entre 7 y 9 
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días, para posteriormente disminuir. Hubo regresión del tumor, posiblemente por la respuesta inmune 

del animal que logra contrarrestar el crecimiento de pocas células tumorales (Figura 31, línea negra). 

Un hallazgo que nos pareció desconcertante fue obtenido en el grupo experimental donde co-

inoculamos las células tumorales con células de la médula ósea recién extraída; encontramos que los 

tumores crecieron más lento (Figura 31B, línea azul), incluso observamos aceleración en la regresión 

del volumen tumoral. El hecho de que las células tumorales se inocularan junto con células de la 

médula ósea (sin cultivar) produjo inhibición del crecimiento del tumor, sugiriendo que estas 

células de la médula ósea ejercen un efecto antitumoral por uno o varios mecanismos desconocidos. 

En contraste, cuando co-inoculamos las células tumorales junto con las células cultivadas de la 

médula ósea mediante nuestro protocolo de enriquecimiento de poblaciones proangiogénicas (células 

Tie2+/CD11b+/CD45+), encontramos que los tumores alcanzan mayor volumen tumoral de manera 

significativa a partir del día 8 (Figura 31B, línea roja) con respecto a los ratones inoculados únicamente 

con las células tumorales LAP0297 (Figura 31B, línea negra), y resistieron la regresión del volumen 

tumoral por más días (8 a 14 días, ***p<0.001 versus el grupo únicamente con células tumorales). En 

resumen, las células de la médula ósea cultivadas promueven el crecimiento tumoral. 

A pesar de la celularidad en las dos condiciones, BM y BMDC, los efectos fueron totalmente 

contrarios, la selección de las células que fueron adheridas de la médula ósea sometidas a un 

procedimiento de cultivo y que fueron expandidas mediante la exposición del medio de cultivo para 

células endoteliales, promovió el crecimiento de células con capacidad pro-tumoral como se observó 

en el incremento del volumen tumor murino. Nuestros resultados muestran que las células cultivadas 

de la médula ósea favorecen el crecimiento de tumores, particularmente este cultivo de médula ósea 

con un claro enriquecimiento de células Tie2+. 

Validamos el efecto antitumoral de las células de la médula ósea que no pasaron por el proceso 

de cultivo, anteriormente observamos en la Figura 31 que medio millón de células tumorales en 

ratones FVB, hubo una regresión del tumor una semana posterior a la inoculación. Entonces, 

evaluamos una cantidad mayor de células tumorales en la cual ya no ocurra la regresión de los 

tumores y bajo estas condiciones experimentales, pudiéramos observar el posible efecto depresor de 

las células de la médula ósea sin cultivar en el crecimiento exponencial del tumor (Figura 32). En este 

experimento cultivamos células tumorales LAP0297 y a partir de cultivos confluentes, se tripsinizaron y 

se contaron las células para ajustar la cantidad de un millón de células para inocular. Simultáneamente 
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se obtuvo la médula ósea de un ratón, se eliminaron los eritrocitos, se lavaron y se contaron las 

células nucleadas. Previo a la inoculación, las células tumorales (1X106 células) y las células de la 

médula ósea (1X106) se mezclaron y se cargaron en la jeringa para inocular en el dorso del animal, 

otros animales fueron inoculados únicamente con las células tumorales. 

 

Figura 32. Las células de la médula ósea recién extraída disminuyen el crecimiento de tumores murinos en un 

modelo de co-inoculación. Los ratones FVB fueron co-inoculados con una mezcla de células tumorales y células de la 

médula ósea extraída de otro ratón FVB, mientras que otro grupo experimental fue inoculado solamente con células 

tumorales. LAP (n=4), LAP+BM (n=5). *p<0.05, ***p<0.001, ANOVA de dos vías de mediciones repetidas seguida de la 

prueba de Tukey. 

Un millón de células tumorales LAP0297 fue suficiente para evitar la regresión del tumor, 

creciendo exponencialmente durante el tiempo de evaluación (~1,200 mm3 a los 14 días). Sin 

embargo, en los animales que además de células tumorales, inoculamos células de la médula ósea sin 

cultivar, el tumor creció significativamente más lento (400-500 mm3 a los 14 días); los animales fueron 

sacrificados una vez transcurridos los días reportados de evaluación. Consideramos que el efecto 

antitumoral de la co-inoculación de las células de la médula ósea (frescas) junto con las tumorales, se 

debe exclusivamente a los fenotipos celulares presentes en la médula ósea total y que por 

mecanismos celulares desconocidos favorecen posiblemente una respuesta inmunológica antitumoral, 

considerando que el modelo tumoral que utilizamos tiene como característica que los ratones fueron 

inmunocompetentes. Sin duda, esta observación es de interés para posteriores estudios. 
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Figura 33. Co-inoculación de células derivadas de la médula ósea junto con células tumorales LLC, favorece el 

crecimiento tumoral. A) Tumores de carcinoma de Lewis (LLC-GFP 1X106 vía s.c.) en ratones C57 WT con un mes de 

crecimiento, en pulmones es posible observar macrometástasis en fluorescencia (LLC-GFP). B) Búsqueda de células 

tumorales LLC-GFP en pulmones. Las metástasis fueron corroboradas mediante citometría de tumores disgregados. C) 

Las BMDCs promueven el crecimiento de tumores de LLC(-GFP). En ratones C57, la población cultivada BMDC favorece 

el crecimiento tumoral (1X106 BMDC + 1X106 LLC-GFP). Las células tumorales y las células derivadas de la médula ósea 

fueron mezcladas e inoculadas en el dorso de los ratones C57 mientras que otro grupo únicamente se inoculó con las 

células tumorales; se tomaron mediciones diariamente del ancho y largo del tumor utilizando un caliper. LLC (en negro, 

n=7), LLC+BMDC (en rojo, n=6); **p<0.01, ***p<0.001, ANOVA de dos vías de mediciones repetidas seguida de la prueba 

de Tukey. 

Continuando con la caracterización de células de la médula ósea pro-tumorales, en otro modelo 

tumoral en el cual utilizamos ratones C57/BL6 machos (ratones negros), inoculamos un millón de 
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células tumorales correspondientes al fondo genético; células de un carcinoma de pulmón de Lewis 

(Lewis Lung Carcinoma, LLC) con la proteína verde fluorescente (Figura 33A), estas células han sido 

ampliamente utilizadas en estudios preclínicos para inducir tumores en ratones, por esta razón 

estandarizamos la formación de tumores primarios en ratones silvestres y también buscamos 

metástasis generadas en los pulmones mediante fluorescencia y citometría de los pulmones 

disgregados (Figura 33B). Para realizar estos experimentos, preparamos cultivos de la médula ósea 

de ratones C57(-GFP), los cuales fueron mantenidos durante 15 días para posteriormente co-inocular 

un millón de BMDC junto con las células tumorales de pulmón LLC en ratones macho C57 (WT), como 

el procedimiento que se describió para los ratones FVB. 

De manera consistente, nuestros resultados mostraron que al igual que para los ratones de la 

cepa FVB, los tumores crecieron más rápido cuando las células tumorales fueron co-inoculadas 

con BMDCs alcanzando cerca del doble del volumen de la masa tumoral a los 14 días de medición 

(500 mm3 vs 1000 mm3), como se muestra en la Figura 33C. En este modelo murino, las células 

tumorales inducen el desarrollo del tumor de manera exponencial sin mostrar una regresión del tumor, 

por ello los ratones fueron sacrificados a los 15 días, evitando el crecimiento excesivo del tumor 

primario. Los resultados anteriores refuerzan que las células que fueron cultivadas de la médula ósea 

representan poblaciones interesantes a estudiar por sus propiedades para comunicarse con las 

células tumorales y por su efecto funcional como células pro-tumorales, favoreciendo el crecimiento de 

los tumores murinos. Por lo anterior, nos propusimos a analizar la comunicación celular entre las 

células de la médula ósea y las células tumorales en el contexto de la migración celular, un proceso 

relevante en cáncer. 

Como perspectiva, este modelo de co-inoculación fue implementado dentro de las estrategias 

experimentales del laboratorio, y nos permitirá evaluar la contribución de células derivadas de la 

médula ósea en el crecimiento de tumores y el esparcimiento de metástasis, particularmente bajo 

condiciones en las que podamos inhibir o sobre-expresar proteínas de nuestro interés en células 

tumorales o en células de la médula ósea, con énfasis en aquellas proteínas de señalización que 

pudiesen contribuir a la migración celular polarizada y a la secreción de factores quimiotácticos que 

participan en la comunicación oncogénica entre las células. 
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 Comunicación bidireccional entre células tumorales y células derivadas de 10.1.4

la médula ósea 

Considerando que las células se pueden comunicar mediante la secreción de factores solubles 

capaces de activar receptores membranales en las células blanco, decidimos recolectar medios 

condicionados con los productos secretados por las células derivadas de la médula ósea, o bien, por 

células tumorales en un periodo de tiempo (14 horas). Con los medios condicionados se probó 

estimular a las otras células (BMDC ↔ Tumorales), midiendo el estado de fosforilación de proteínas 

de señalización involucradas en proliferación, sobrevivencia y síntesis de proteínas (ERK, AKT y S6, 

respectivamente). 

El estímulo con los medios condicionados se realizó en un curso temporal (1, 5, 15, 30 y 60 

minutos de estimulación) para evaluar la activación de estas proteínas y la fosforilación de S6 como 

evidencia del efecto de los medios condicionados de células tumorales (LAP0297) sobre las células 

cultivadas derivadas de la médula ósea (Tumorales → BMDC, Figura 34A), los resultados fueron 

revelados por western blot de los lisados totales celulares. Inicialmente, utilizando los medios 

condicionados de células tumorales (LAP0297) recolectados a las 14 horas, fueron capaces de activar 

de manera intensa las cascadas de señalización de AKT (pSer473 AKT), ERK (pERK) y mTOR (pS6) 

en un curso temporal de estimulación de células derivadas de la médula ósea ayunadas toda la noche, 

alcanzando el máximo de efecto para pSer473-AKT1/2/3 a los 15 minutos de estimulación, para pERK 

a los 5 minutos y para pS6 a los 30 minutos se observó el efecto más intenso. Las proteínas totales de 

AKT1, ERK2 y S6 se muestran como control de la cantidad equivalente de proteína en cada carril. 

En sentido opuesto, cuando exploramos los efectos celulares de los medios condicionados de 

las células derivadas de la médula ósea (obtenidos a las 14 horas) sobre la activación de proteínas en 

las células tumorales LAP0297 (BMDC→Tumorales, Figura 34B), encontramos los medios 

condicionados de BMDC activan las cascadas de señalización de AKT, ERK y S6 de manera 

dependiente de la temporalidad en las células de carcinoma de pulmón (LAP0297), con máximos 

de activación entre 5 y 15 minutos de estimulación. Particularmente, en estas células tumorales se 

observó que ERK fosforilado se encontraba alto desde el basal (ayuno de 14 horas), sugiriendo que la 

vía de ERK es muy activa en estas células tumorales; a pesar de ello, fue posible observar el efecto 

estimulante de los medios condicionados de BMDC. 
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Figura 34. Comunicación bidireccional entre células derivadas de la médula ósea y células tumorales. A) Los 

medios condicionados de células tumorales (MC de LAP0297) activan las cascadas de señalización de AKT, ERK y mTOR 

en BMDC. Las células de la médula ósea cultivadas durante dos semanas fueron resembradas en cajas de 6 pozos 

recubiertas con pronectina, finalmente ayunadas por 14 horas y estimuladas con los medios condicionados durante 1, 5, 

15, 30 y 60 minutos antes de ser lisadas. Los datos representan la media ± EE de 3 experimentos independientes. 
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***p<0.001 (todos versus Basal), ANOVA de una vía seguida de la prueba de Tukey. B) Las células derivadas de la médula 

ósea, secretan factores (presentes en medio condicionado de BMDC) que estimulan cascadas de señalización de AKT, 

ERK y mTOR en células tumorales (representados como pAKT, pERK y pS6). Las células tumorales fueron sembradas en 

cajas de 6 pozos, posteriormente fueron ayunadas durante 14 horas y ayunadas en medio EBM-2 y fueron estimuladas con 

medios condicionados de BMDC según el curso temporal indicado en las gráficas. Los datos representan la media ± EE de 

3 experimentos independientes. pERK: *p<0.05, **p<0.01 (todos versus Basal), ANOVA de una vía seguida de la prueba 

de Dunnett. pS6: *p<0.05, **p<0.01 (todos versus basal), prueba T. 

 Efecto de mediadores asociados al microambiente tumoral sobre la 10.1.5

activación de las vías de señalización de AKT y ERK en BMDC 

Con base en los resultados de la activación de AKT y ERK en las BMDC estimuladas con los 

medios condicionados de las células tumorales (Figura 35A), nos propusimos averiguar cuales 

estímulos angiogénicos (comúnmente asociados al microambiente de los tumores), pueden estimular 

cascadas de señalización clásicas en las células cultivadas de la médula ósea. Como el cultivo de 

médula ósea se realizó bajo condiciones adecuadas para cultivar células endoteliales microvasculares, 

consideramos que las células cultivadas de la médula ósea fueron seleccionadas por adhesión a la 

matriz extracelular ProNectina del total de células de la médula ósea y proliferaron aquellas células 

con las características adecuadas para crecer en un ambiente endotelial. Por lo anterior, evaluamos la 

respuesta a algunos estímulos que activan receptores acoplados a proteínas G, como son el SDF-1, 

S1P, LPA e IL-8; también estímulos que activan a receptores acoplados a tirosina cinasas, 

particularmente factores de crecimiento como el VEGF, HGF, EGF, FGF y PDGF. Además, incluimos 

controles utilizando estímulos complejos como el medio en el cual se sembraron las células de la 

médula ósea EGM-2MV con SFB al 5% y el medio condicionado (EBM-2 libre de suero y suplemento) 

obtenido de células tumorales de pulmón LAP0297 cosechado a las 14 horas. 

Los experimentos de western blot de la estimulación de las células derivadas de la médula ósea 

arrojaron resultados interesantes, diferentes estímulos definidos logran conducir a la activación de 

ERK (pMAPK 44/42) en células derivadas de la médula ósea (Figura 35A), algunos de ellos como 

LPA, FGF, EGF y SDF-1, en orden de intensidad del efecto sobre pERK. El medio condicionado de 

células tumorales LAP0297 estimula fuertemente a ERK incluso de manera más intensa que el medio 

completo donde las células de la médula ósea fueron cultivadas (EGM-2MV). Por otro lado, la 

evaluación de diferentes estímulos pro-angiogénicos sobre la activación de AKT (pSer473-AKT1/2/3) 

en células cultivadas de la médula ósea arrojó diferencia en el efecto con respecto a lo observado para 
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ERK. El SDF-1 activa a AKT de manera intensa, mientras que el EGF activa ligeramente, un efecto 

muy claro sobre AKT es con la estimulación de medio completo y los medios condicionados de células 

tumorales como LAP0297. A pesar de que LPA, FGF y EGF pueden activar a ERK en las BMDC, 

estos estímulos no llevaron a la activación de AKT (Figura 35B). 

 

Figura 35. Activación de ERK y AKT inducida por diferentes estímulos asociados al microambiente tumoral en 

células derivadas de la médula ósea. A) Comparación de la activación de ERK (pERK) inducida por diferentes estímulos 

(SDF1, S1P, LPA, IL-8, VEGF, HGF, EGF, FGF, medio con 5% de suero (EGM-2MV) y el medio condicionado de células 

tumorales) en las células derivadas de la médula ósea cultivadas durante dos semanas sobre ProNectin en medio EGM-

2MV, posteriormente se tripsinizaron y se distribuyeron en cajas de 6 pozos recubiertas con ProNectin. Las células fueron 

ayunadas por 14 horas con medio EBM-2 y estimuladas durante 5 minutos antes de lisar. Los datos representan la media ± 

EE de tres experimentos independientes. **p<0.01, ***p<0.001 (todos versus Basal), ANOVA de una vía seguida de la 

prueba de Tukey. B) Activación de AKT (pAKT Ser473) en BMDC cultivadas durante dos semanas y ayunadas toda la 

noche previo a la estimulación con ligandos para GPCRs, receptores tirosinacinasa y medios condicionados, como se 
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describe en el inciso A. Los datos representan la media ± EE de tres experimentos independientes; ***p<0.001 (todos 

versus Basal), ANOVA de una vía seguida de la prueba de Tukey. 

Tabla 16. Efecto de los estímulos evaluados en células derivadas de la médula ósea. 

Estímulo Concentración Receptores pAKT pERK 

SDF-1 50 ng/mL CXCR4 + + 

S1P 1 µM S1PR - - 

LPA 1-5 µM LPA1-6 - + 

IL-8 3 nM CXCR2 - - 

VEGF 100 ng/mL VEGFR1,2,3 - - 

HGF 10 ng/mL MET -  

EGF 100 ng/mL EGF-R + + 

FGF 25 ng/mL FGF-R - + 

PDGF 100 ng/mL PDGF-R + + 

EGM-2MV SFB 5% - + + 

MC de LAP - - + + 

 

En la Tabla 16 se resumen los resultados del efecto de los diferentes estímulos evaluados sobre 

las células derivadas de la médula ósea; además, se muestran los receptores reportados para los 

estímulos utilizados, sugiriendo que uno o varios de ellos son expresados y son funcionales en las 

células derivadas de la médula ósea, algunos de ellos posiblemente responsables de la respuesta 

celular a los medios condicionados secretados por las células tumorales en el ensayo de estimulación 

y western blot de las proteínas de señalización activadas (pAKT y pERK). 

 Contribución de GPCRs→Gi en la activación de AKT y ERK en BMDC 10.1.6

Como parte de las vías de señalización, se sabe que el heterodímero Gβγ es importante para la 

activación de vías de señalización relevantes en la migración celular y que el efecto de Gβγ suele ser 

intenso cuando proviene de proteínas Gi 4,56,57. Por lo anterior, evaluamos si la activación de la 

proteína Gi es responsable de la activación de AKT y ERK en las BMDC cuando son estimuladas por 

un ligando de GPCR, ligando de TrK y de los medios condicionados de las células tumorales. Las 

BMDCs cultivadas de ratones FVB-Tie2-GFP por 15 días fueron estimuladas con SDF-1, PDGF o 

medios condicionados de células tumorales LAP0297, todos los estímulos en presencia o ausencia de 

toxina pertussis (PTX 100 ng/mL) con 2 horas de incubación previamente al estímulo. Nuestros 
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resultados arrojaron que las BMDC estimuladas con SDF-1, una quimiocina relevante en el cáncer 

promueve la activación de AKT (pSer473-AKT1/2/3) y ERK (pMAPK) pero los efectos fueron sensibles 

a la toxina pertussis, la cual inhibió completamente el efecto de SDF-1α en la activación de AKT y ERK 

en BMDC, sugiriendo que la proteína Gi es necesaria en la señalización del CXCR4. 

 

Figura 36. La activación de AKT y ERK inducida por los medios condicionados es parcialmente dependiente de 

GPCRs que señalizan vía Gi, pero no participa CXCR4. A) Activación de ERK (pERK) y AKT (pAKT) inducida por SDF-1 

(50 ng/mL), PDGF (100 ng/mL) y MC de tumorales, en células derivadas de la médula ósea estimuladas durante 5 min y 

algunas de ellas previamente incubadas con toxina pertussis (PTX 100 ng/mL 2 horas antes y durante el tiempo de 

estimulación). B) Activación de ERK y AKT inducida con SDF-1 y medios condicionados de células tumorales (LAP0297) 

en BMDC tratadas con concentraciones crecientes del antagonista AMD3100 del receptor CXCR4 (0.1, 1, 10). 

Por otro lado, las células estimuladas con PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas) 

sorpresivamente responden de manera adecuada (Figura 36A), el PDGF tiene un efecto intenso sobre 

la activación de AKT y ERK, superando el efecto del máximo alcanzado por los estímulos evaluados 

en la Figura 35. Además, este resultado es congruente con el incremento del mRNA del receptor a 

PDGFRβ en BMDC, sugiriendo que el receptor de este factor incrementa en las células y el ensamble 

de su señalización es eficiente. Como se esperaba, el efecto de PDGF no fue alterado por la toxina 

pertussis, es decir, la proteína Gi, G0 y Gt (blancos moleculares de PTX), no participan en el efecto de 

PDGF sobre las BMDC, sino que su señalización es mediada exclusivamente por cascadas de 

señalización de receptores para PDGF, y no parece existir la activación de receptores acoplados a Gi, 

por ejemplo, vía la transactivación. 
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El efecto de los medios condicionados de células tumorales LAP0297 sobre la activación de 

ERK y AKT en BMDC fue intenso, como lo habíamos observado previamente (Figura 34); sin 

embargo, fue parcialmente dependiente de la activación de proteínas Gi (Figura 36A), el efecto de la 

PTX inhibió parcialmente la activación de AKT y ERK inducida por este estímulo complejo, lo cual 

sugiere que los factores secretados por las células tumorales que tienen efecto sobre las células de la 

médula ósea dependen parcialmente de la activación de GPCRs que activan a la proteína Gi. Lo 

anterior establece que la activación de AKT y ERK en BMDC estimuladas con los medios 

condicionados de células tumorales son parcialmente dependientes de la proteína Gi y posiblemente 

de otras proteínas G, así como receptores acoplados a cinasas, como son los receptores de factores 

de crecimiento. 

Además, concentraciones crecientes del antagonista AMD3100 para el receptor CXCR4 abatió 

completamente el efecto sobre AKT (Figura 36B). Pero esto no ocurrió sobre la activación de ERK 

inducida por SDF-1 lo cual sugiere que posiblemente la activación de pocos receptores es suficiente 

para llevar a la activación significativa de ERK o bien, el receptor CXCR7 que también es activado por 

SDF-1 está contribuyendo parcialmente a la activación de ERK, pero no participa en la activación de 

AKT. Por otro lado, cuando las células fueron estimuladas con los medios condicionados de células 

tumorales y el receptor CXCR4 se antagoniza, no se observó inhibición de la activación de AKT y 

ERK, incluso parece incrementar ligeramente el grado de activación de las cinasas, lo que sugiere que 

el receptor CXCR4 no participa en el efecto de los medios condicionados sobre la activación de AKT y 

ERK, o bien, se ve enmascarado por el efecto total del resto de los ligandos suspendidos en los 

medios condicionados. 

 Migración de células derivadas de la médula ósea estimuladas por medios 10.1.7

condicionados de células tumorales 

Como demostramos que los medios condicionados de las células tumorales pueden activar vías 

de señalización en las células derivadas de la médula ósea, hipotetizamos que los factores solubles de 

los medios condicionados serían quimiotácticos y en un ensayo de migración celular en cierre de 

herida, estos medios condicionados promoverían la migración, teniendo la premisa de que los tumores 

reclutan células de la médula ósea para favorecer el crecimiento y el desarrollo de metástasis. Las 

BMDC fueron sembradas en cajas Petri recubiertas con gelatina 0.02%, fueron tripsinizadas y 

sembradas para su adhesión. Al día siguiente se realizó la herida con una punta de pipeta, o en caso 



Resultados Comunicación y Migración Celular en Cáncer 

 

98 

de no tener la confluencia necesaria se mantuvieron uno o dos días antes de hacer la herida. Los 

medios condicionados de células tumorales indujeron la migración de las BMDC (cierre de 

herida detenida y fijada a las 24 horas) (Figura 37A), correlacionando con el efecto intenso sobre AKT 

y ERK, sugiere que las moléculas secretadas por las células tumorales activan receptores 

membranales para desencadenar vías de señalización, las cuales pueden llevar a la migración de 

células de la médula ósea. 

 

Figura 37. Migración de células derivadas de la médula ósea inducida por medios condicionados de células 

tumorales y SDF-1. A) Cierre de herida de BMDC estimuladas con PDGF y medios condicionados de células tumorales 

(LAP0297). Las BMDCs fueron cultivadas sobre pronectina durante dos semanas en medio EGM-2MV, después fueron 
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tripsinizadas y sembradas sobre gelatina 0.02% en cajas de 6-12 pozos. Para el ensayo, fueron ayunadas 3 horas con 

medio EBM-2 (sin suplementos) y estimuladas durante 24 horas con medios condicionados de LAP0297 (MC de LAP) y 

PDGF (100 ng/mL), finalmente fueron fijadas y teñidas con cristal violeta para tomar fotografías. Los datos representan la 

media ± EE de 3 a 4 experimentos independientes, **p<0.01, ***p<0.001 (vs basal); ##p<0.01 (MC-LAP vs PDGF); ANOVA 

de una vía seguida de Tukey. B) Ensayo de cierre de herida, BMDCs fueron cultivadas durante dos semanas y 

posteriormente sembradas sobre gelatina 0.02%; fueron ayunadas durante 3 horas. Las células fueron incubadas con 

toxina pertussis (200 ng/mL) dos horas antes de realizar la herida y de estimular con los medios condicionados o bien, con 

SDF-1 (100 ng/mL). Panel inferior muestra la cuantificación del ensayo de migración, los datos representan la media ± EE 

de 3 experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01 (basal vs MC-LAP o SDF-1); ##p<0.01 (-PTX vs +PTX); ANOVA de 

una vía seguida de Tukey. 

 

A diferencia de otras células, las BMDCs migraron principalmente de manera individual y sólo 

algunas migran de manera grupal, mostraron generación de extensiones citoplasmáticas para cubrir 

los sitios de la herida. Por otro lado, las células derivadas de la médula ósea responden de manera 

adecuada a PDGF, como previamente se observó en la activación de AKT y ERK, sorpresivamente el 

PDGF induce la migración de las BMDCs, con un efecto superior al de SDF-1 y otros estímulos 

explorados. El efecto quimiotáctico de PDGF, correlaciona con los resultados observados de la alta 

expresión del RNA mensajero del receptor PDGFRβ en las células cultivadas de la médula ósea. 

Posteriormente decidimos evaluar la contribución de la proteína Gi en la migración de células 

derivadas de la médula ósea. En ensayos de cierre de herida, las BMDCs migraron con los medios 

condicionados de células tumorales de manera dependiente de Gi, la migración fue inhibida con 

el tratamiento con toxina pertussis (Figura 37B, barras azules ##p<0.01), en este ensayo esperábamos 

inhibición parcial sin embargo la contribución de Gi parece fundamental en la migración de estas 

células. La migración de las BMDC inducida por SDF-1/CXCR4 fue dependiente de Gi (inhibida 

con toxina pertussis 100 ng/mL, Figura 37B barras en gris ##p<0.01), por lo cual sugiere que a pesar 

de que el receptor CXCR4 puede activar otras proteínas G como Gq y G13, según algunas 

publicaciones, el efecto quimiotáctico del SDF-1/CXCR4 es dependiente de la proteína Gi. El 

antagonista AMD3100 del receptor CXCR4 inhibió parcialmente la migración inducida por los medios 

condicionados de células tumorales y totalmente la migración inducida por SDF-1 (datos no 

mostrados). 
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 Activación de AKT y ERK en células de carcinoma de pulmón (LAP0297 y 10.1.8

LLC) estimuladas con factores asociados al microambiente tumoral 

 

Figura 38. Activación de ERK y AKT inducida por diferentes estímulos definidos y la migración eficiente de células 

tumorales estimuladas con SDF-1, LPA y HGF. A) Activación de ERK y AKT inducida por diferentes estímulos definidos 

en células tumorales LAP0297. Evaluación de la activación a los 5 minutos de las proteínas ERK (pERK) y AKT (pAKT 

Ser473) por estímulos definidos: SDF-1, S1P, LPA, IL-8, VEGF, HGF, EGF, FGF; y estímulos complejos: SFB al 10% y 

medio condicionado de BMDC (MC de BMDC). Las células tumorales fueron sembradas en cajas de 6 pozos y ayunadas 

durante 14 horas antes de la estimulación con los ligandos correspondientes. B) Evaluación de la activación a los 5 

minutos de las proteínas ERK (pERK) y AKT (pAKT Ser473) por estímulos definidos: SDF-1, S1P, LPA, IL-8, VEGF, HGF, 

EGF y FGF; y estímulos complejos: SFB al 10% y medio condicionado de BMDC (MC de BMDC). C) Migración de LLC 

estimuladas con SDF-1, LPA o HGF. Las células de carcinoma de pulmón de Lewis mostraron demasiada actividad en los 

ensayos de migración en cierre de herida, por ello se ayunaron 24 horas para atenuar el movimiento basal y valorar el 

efecto de los ligandos evaluados. 

Evaluamos cuáles de los estímulos definidos tienen efecto sobre la activación de AKT y ERK en 

las células tumorales LAP0297 (Figura 38A). Las células tumorales fueron sembradas en cajas de 6 

pozos, ayunadas durante 14 horas y estimuladas por 5 minutos con los diferentes estímulos presentes 
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en el microambiente tumoral. En la Figura 38A se muestra el western blot representativo del efecto en 

la activación de AKT (pSer473-AKT1/2/3) y la activación de ERK (pMAPK 44/42) por ligandos que 

activan a GPCRs: SDF-1, S1P, LPA, IL-8; estímulos para receptores para cinasas: VEGF, HGF, EGF, 

FGF; y estímulos complejos como el SFB al 10% y medios condicionados de BMDC. Encontramos que 

las células tumorales LAP0297 respondieron a LPA, IL-8 y VEGF en la activación de AKT a los 5 min, 

mientras que para la activación de ERK (pERK) fue inducida por algunos estímulos como: S1P, LPA, 

IL-8 y SFB al 10%. 

Las células tumorales de carcinoma de Lewis (LLC) respondieron a diferentes ligandos, para 

identificar aquellos ligandos que tienen la capacidad de estimular vías de señalización de AKT y ERK 

(Figura 38B), evaluamos diferentes estímulos sobre las LLC cultivadas y ayunadas, las cuales fueron 

estimuladas durante 5 min y lisadas para obtener muestras para analizar por western blot. 

Encontramos que de los ligandos para GPCRs evaluados, el LPA indujo activación intensa de ERK 

y AKT en las células de carcinoma de Lewis, mientras que S1P e IL-8 activaron ligeramente a AKT, 

pero no mostraron un efecto sobre la activación de ERK. Los ligandos para receptores acoplados a 

cinasas evaluados, encontramos que HGF, EGF y FGF activaron intensamente a ERK y AKT, en 

particular el HGF activó más fuerte a AKT mientras que FGF activo más a ERK; por su parte, el VEGF 

no tuvo efecto sobre las células tumorales a la concentración y el tiempo de estimulación utilizado. 

Finalmente, los estímulos complejos evaluados como son el suero y los medios condicionados de 

las BMDCs (ratones C57) activaron fuertemente a AKT y ERK en células de carcinoma de 

pulmón de Lewis, al igual que en la línea tumoral LAP0297, sugiriendo posiblemente la presencia de 

LPA, HGF, EGF y FGF dentro de los estímulos secretados por las BMDC, en esta línea tumoral LLC 

resalta su mayor respuesta a los estímulos utilizados. Los resultados mostraron que el LPA induce 

fuertemente la activación de ERK y AKT en células de carcinoma de pulmón (LAP0297 y LLC). 

Adicionalmente, en ensayos de migración células tumorales LLC en cierre de herida encontramos que 

SDF-1, LPA y HGF inducen la migración de las células LLC (Figura 38C). Es importante señalar 

que las células tumorales LLC migran bastante de manera basal, fue necesario ayunar durante 24 

horas para disminuir su motilidad y poder observar el efecto de los estímulos evaluados. 
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 Las células tumorales LAP0297 migran en respuesta a los medios 10.1.9

condicionados de BMDCs y es dependiente de Gi→Gβγ 

 

 

Figura 39. Las células tumorales migran individuales y de manera grupal en respuesta a los medios condicionados 

de las BMDCs. Monocapas de células tumorales sembradas sobre gelatina 0.02% en un ensayo de cierre de herida 

cuando fueron estimuladas con medios condicionados de BMDC. 

La migración de las células tumorales es indispensable para la progresión del cáncer, en 

términos de invasión y metástasis, dada la importancia de los procesos moleculares que subyacen al 

movimiento de las células tumorales, decidimos evaluar si las células derivadas de la medula ósea 

promueven el movimiento de las células tumorales como parte del mecanismo pro-tumoral de las 

células provenientes de la médula ósea. Realizamos ensayos de cierre de herida para evaluar la 

migración de células tumorales de carcinoma de pulmón LAP0297 cuando son estimuladas con los 

medios condicionados obtenidos de células derivadas de la médula ósea y, además, evaluamos 

algunos factores que han sido reportados en el microambiente tumoral. Las células tumorales fueron 

sembradas en cajas de 6 o 12 pozos recubiertas con gelatina 0.02%, 24 horas después de la siembra, 

las células se ayunaron durante 6 horas y a la cuarta hora se añadió mitomicina C para inhibir la 

mitosis de las células tumorales inducida por los estímulos. Finalmente, se realizó una herida con 

ayuda de una punta de micropipeta y se lavaron las células para fotografiar las heridas y añadir el 

estímulo y tratamientos evaluados. Las células fueron fijadas a las 18 horas, teñidas con cristal violeta 

y fotografiadas. 
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Las células tumorales mostraron que pueden migrar en el ensayo de cierre de herida de manera 

individual, liberándose de las células adyacentes y moviéndose sobre la matriz comprometida en el 

espacio de la herida. También observamos que, algunas células tumorales pueden seleccionarse 

como líderes en la migración grupal, dirigiendo al conjunto celular hacia el espacio de la herida. 

Estudiar los mecanismos que subyacen a los dos tipos de migración celular escapa al alcance del 

presente trabajo; sin embargo, es un tema relevante para estudiar, considerando que el primer tipo de 

migración (individual) podría ser parte de los procesos patológicos para la metástasis mientras que la 

migración grupal como parte de los procesos de invasión. Imágenes representativas en la Figura 39. 

Observamos que los medios condicionados obtenidos de células cultivadas de la médula 

ósea favorecen la migración de células tumorales de manera dependiente de la concentración 

(cierre de herida detenida a las 18 horas) (Figura 40A y B), utilizamos los medios condicionados con la 

concentración obtenida de las células derivadas de la médula ósea y, además, realizamos diluciones 

1:10 y 1:100 utilizando el medio EBM-2 sin suplementar para diluir los medios condicionados. En 

contraste, las células tumorales LAP0297 no migran en respuesta a los medios condicionados 

de células no relevantes como las células HEK293T (Figura 40C). Estos son mecanismos por los 

cuales esta población de células derivadas de la médula ósea podría favorecer el crecimiento de los 

tumores. Además, evaluamos otros estímulos definidos y observamos que el LPA y HGF son 

ligandos que promovieron eficientemente la migración de células tumorales, el SDF-1 indujo 

migración parcial mientras que esfingosina-1-fosfato no mostró efecto sobre la migración de células 

tumorales de carcinoma de pulmón (Figura 40D). 

Posteriormente, evaluamos si la migración de células tumorales inducida por los medios 

condicionados de BMDC era dependiente de la activación de receptores acoplados a Gi. Incluimos en 

el experimento a células estimuladas con LPA, un agonista de GPCRs que indujo migración de células 

tumorales LAP0297 y que hipotetizamos que su efecto sobre la migración sería dependiente de Gi, es 

decir sensible a la toxina pertussis. El LPA indujo la migración de las células tumorales como lo 

habíamos visto previamente (Figura 40C), pero en las células tumorales tratadas con toxina pertussis 

encontramos que la migración de las células se prevenía, sugiriendo que la migración inducida por 

LPA es dependiente de la señalización de receptores acoplados a la proteína Gi (Figura 41A), a 

pesar de que los receptores LPA1-6 son característicos por la capacidad de activar a múltiples 

proteínas G, en algunos casos a todas las familias. Simultáneamente, los medios condicionados de 
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BMDCs indujeron la migración de las células tumorales (LAP0297) como lo habíamos observado en la 

Figura anterior, a pesar de que en estos medios condicionados los consideramos como estímulos 

complejos porque contienen diversos mediadores solubles secretados por las BMDCs con capacidad 

de activar múltiples vías de señalización, encontramos que la migración fue inhibida significativamente 

en las células tratadas con la toxina pertussis (Figura 41B). En resumen, estos resultados demuestran 

que los medios condicionados de BMDC y el LPA inducen la migración de células tumorales de 

manera dependiente de Gi y mediada por Gβγ. 

 

Figura 40. Los medios condicionados de células derivadas de la médula ósea (BMDCs), el SDF-1, LPA y HGF, 

inducen la migración de células tumorales LAP0297. A) Migración de células tumorales estimuladas con medios 

condicionados de células derivadas de la médula ósea (MC de BMDC). El cierre de herida se realizó en la caja de 6 pozos, 

las células tumorales se ayunaron por 6 horas con 2 horas tratadas con mitomicina C, la migración se detuvo a las 18 

horas de exposición a los estímulos: MC de BMDC y sus diluciones 1:10 y 1:100, además del control positivo SFB al 10%. 

B) Cuantificación de la migración de las células tumorales mostrada en A. Los datos representan la media ± EE de tres 
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experimentos independientes. *p<0.05, ***p<0.001, ANOVA de una vía seguida de la prueba de Tukey. C) Los medios 

condicionados de células no relevantes (HEK293T) no inducen la migración de células tumorales LAP0297. D) Migración 

de células tumorales estimuladas con agonistas para GPCRs: SDF-1 (50 ng/mL), S1P (1 µM) y LPA (5 µM); agonista para 

receptores TrKs: HGF (10 ng/mL) y nuestro control positivo el SFB al 10%. Los datos representan la media ± EE de tres 

experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ANOVA de una vía seguida de la prueba de Tukey. 

 

Figura 41. La migración de células tumorales inducida por los medios condicionados de BMDCs y LPA, es 

dependiente de Gi vía el dímero Gβγ. A) Migración de las células tumorales y la contribución de Gi revelada por su 

inhibición con toxina pertussis. Ensayos de cierre de herida con células tumorales LAP0297 sembradas sobre gelatina 

0.02%. Las células fueron ayunadas y estimuladas con LPA (5 µM) o con medios condicionados de células derivadas de la 

médula ósea, algunos pozos fueron incubados con PTX (200 ng/mL) 2 horas antes y durante el estímulo para inhibir la 

proteína Gi. Finalmente, las células fueron fijadas a las 18 hrs de iniciar la estimulación. Los datos representan la media ± 

EE de tres experimentos independientes, *p<0.05 (-PTX vs +PTX); #p<0.05, ##p<0.01 (vs basal); ANOVA de una vía 

seguida de la prueba de Tukey, *p<0.05 (MC vs. MC-PTX), prueba T. B) La migración de las células tumorales inducida por 

medios condicionados de BMDC y por LPA es inhibida por galeína, un inhibidor de Gβγ. Las células tumorales LAP0297 

siguieron el procedimiento descrito para A, algunos pozos fueron incubados con galeína (10 μM) 2 horas antes y durante el 

estímulo con medio condicionado de BMDC, o bien con LPA (5 µM). Los datos representan 3 experimentos 

independientes; *p<0.05, **p<0.01 (-Gal vs +Gal); #p<0.05, ##p<0.01 (basal vs estímulo); ANOVA de una vía seguida de la 

prueba de Tukey. 
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 Las células endoteliales (PAE) migran en respuesta a los medios 10.1.10

condicionados de células tumorales y BMDCs vía Gβγ 

 

Figura 42. Medios condicionados de BMDCs y células tumorales promueven la migración de células endoteliales 

vía dependiente de GPCRs→Gβγ. A) La migración de células endoteliales inducida por los medios condicionados de 

células tumorales fue inhibida por galeína (inhibidor de Gβγ), y parcialmente inhibida cuando el estímulo fue el medio 

condicionado de BMDCs. Ensayos de cierre de herida de células endoteliales ayunadas durante 14 horas y estimuladas 

durante 16 horas, fueron pre-incubadas con toxina pertussis 100 ng/mL toda la noche, mientras que la galeína se añadió 2 

horas antes de realizar la herida. Como control positivo de la migración celular se utilizó HGF (10 ng/mL). B) La migración 
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de células endoteliales inducida por los medios condicionados de células derivadas de la médula ósea fue sensible a la 

inhibición de Gβγ. C) Gráfica de las migraciones de células endoteliales por medios condicionados de células tumorales y 

de BMDCs mostradas en los incisos A y B. Los datos representan la media ± EE de 3 experimentos independientes 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (vs basal); #p<0.05 (MC vs MC+galeína), n.s. no significativo. ANOVA de una vía seguida de 

la prueba de Tukey. 

 

Durante el crecimiento de los tumores primarios y metástasis, la migración de células 

endoteliales de los vasos sanguíneos adyacentes es relevante para la progresión y sobrevivencia de 

las células tumorales 19, es por ello que se espera que los mediadores solubles secretados por las 

células tumorales promuevan la migración de células endoteliales para este fin. Con este concepto en 

mente decidimos evaluar la migración de una línea celular endotelial de aorta de porcino (PAE, 

Porcine Aortic Endothelial) utilizando medios condicionados de células tumorales, pero también el 

efecto pro-angiogénico que podrían tener las BMDCs. Las células endoteliales fueron sembradas en 

cajas de 12 pozos recubiertos con gelatina 0.02%, fueron ayunadas toda la noche y en su caso, 

incubadas con PTX 100 ng/mL para inhibir las proteínas Gi; en otros ensayos de migración con otro 

tipo celular se incubo la toxina pertussis junto dos horas antes de la herida, sin embargo, ensayos 

preliminares no mostraban efecto inhibitorio de PTX en células endoteliales estimuladas con ligando 

que se esperaría migraran vía Gi. Dos horas antes de realizar la herida, se añadió mitomicina C y en 

su caso, se añadió galeína para inhibir a Gβγ. 

En los ensayos de cierre de herida observamos que las células endoteliales migraron en 

respuesta a los medios condicionados de células tumorales y también en respuesta a los 

medios condicionados de las BMDCs (Figura 42A, B y C). Lo cual sugiere que los mediadores 

solubles secretados tanto por células tumorales como células derivadas de la médula ósea promueven 

la migración de las células endoteliales. En este mecanismo de migración, el dímero Gβγ es un 

elemento de señalización importante para la migración inducida por estos medios condicionados, 

curiosamente la inhibición del heterotrímero Gi no parece ser relevante en este tipo celular y en el 

proceso evaluado, esto lo podemos observar en las células que fueron pre-tratadas con toxina 

pertussis, en estas condiciones, la migración de las células no fue abatida como ocurrió en las células 

tumorales (Figura 42A) y células de la médula ósea (Figura 42B), lo que sugiere que posiblemente otro 

heterotrímero es el donador de Gβγ, ya que la migración fue abatida con el inhibidor de Gβγ galeína. 

Las células endoteliales fueron afectadas cuando tenían el medio EBM-2 con tiempos prolongados y 
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por ello la migración celular se detuvo antes del cierre. En experimentos no mostrados observamos 

que las células endoteliales utilizadas (PAE) migran con estímulos como HGF, FGF, EGF, S1P y LPA, 

particularmente la migración inducida por S1P y LPA que activan a GPCRs, tampoco fue prevenida 

con toxina pertussis como esperábamos, apoyando la hipótesis de que este tipo celular puede migrar 

a través de otro heterotrímero como Gs, evidencia que se tiene en el laboratorio por la migración 

inducida por el receptor EP2 de prostaglandina E2. En resumen, las células endoteliales migran en 

respuesta a los medios condicionados de células tumorales y BMDCs vía Gβγ, pero de manera 

independiente de Gi. 

 

 

  



Comunicación y Migración Celular en Cáncer Resultados 

 

109 

10.2 Resultados del OBJETIVO 2 

Caracterizar de forma comparativa la expresión de RhoGEFs en las células pro-tumorales 

derivadas de la médula ósea respecto a la médula ósea fresca con el fin de identificar RhoGEFs 

expresados diferencialmente. 

 

Figura 43. Modelo que representa la migración celular y la señalización general involucrada en la contribución de 

GPCRs quimiotácticos en un escenario tumoral. Los GPCRs quimiotácticos requieren activar de manera intracelular a 

proteínas responsables del reordenamiento del citoesqueleto de actina, proteínas de señalización como los RhoGEFs y las 

RhoGTPasas son activadas a partir de GPCRs involucrados en la migración celular como el CXCR4 y LPAR. 
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 Perfil de expresión del RNA mensajero de los RhoGEFs en células 10.2.1

derivadas de la médula ósea 

Utilizando la base de datos SMART (Simple Modular Architecture Research Tool), identificamos 

las secuencias de 62 RhoGEFs codificados en el genoma de ratón. Utilizando primers para los 62 

RhoGEFs, evaluamos su expresión por RT-PCR en las células cultivadas de la médula ósea y 

contrastamos con el perfil expresado en células de la médula ósea fresca de ratones FVB-Tie2-GFP 

(Figura 44). Las secuencias de los primers utilizados para los RhoGEFs de ratón, se encuentran en la 

sección de Anexos y fueron reportados previamente 99, donde se analizó la expresión de los RhoGEFs 

en células endoteliales. Para obtener estos resultados realizamos extracción del mRNA de las células 

cultivadas de la médula ósea (cultivadas durante 2 semanas) y células de la médula ósea recién 

obtenidas de la tibia de ratones (y depuradas de eritrocitos) para comparar, utilizando el método de 

TRIZOL para la extracción, posteriormente se realizó la transcripción reversa del mRNA y finalmente 

se preparó la PCR de los RhoGEFs a partir del cDNA. La expresión fue normalizada considerando el 

total de expresión de todos los RhoGEFs en cada tipo celular y como control se utilizó actina en cada 

experimento para seleccionar las exposiciones de las bandas a analizar. 

Con base en el árbol filogenético de RhoGEFs expresados en humano que fue publicado por 

Hernández y colaboradores en 2015 99, presentamos a continuación los resultados de expresión de los 

RhoGEFs siguiendo el orden previamente establecido mediante el parecido de las secuencias 

codificantes del dominio DH de los RhoGEFs. El árbol de RhoGEFs consistió en dos grandes 

ramas filogenéticas divididas cada una en dos: Rama 1A, 1B, 2A y 2B. Los RhoGEFs que 

corresponden a la Rama 1A son ocho y todos ellos tienen los dominios DH-PH en tándem y son los 

siguientes: FARP2 y FARP1, con dominios del mismo tipo en su extremo amino y carboxilo (B41, 

FERM y PH); los RhoGEFs nombrados del FGD1 al FGD6 se ubican en esta rama con la 

característica común de tener un dominio FIVE y un PH en el extremo carboxilo (Figura 44). Nuestros 

resultados muestran que el FGD2, FGD4 y FGD3 son los RhoGEFs más expresados de la rama 

filogenética 1A. Pero de todos los GEFs evaluados aquí, cuatro de ellos mostraron cambios 

significativos, particularmente encontramos que el mensajero de FARP1, FGD6, FGD2 y FGD4 

incrementan en las BMDCs, mientras que FGD5 y FGD1 son casi indetectables en las células 

evaluadas. 
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Figura 44. Perfil de expresión de los RhoGEFs de la Rama 1A en BMDCs y BM. Análisis de expresión del RNAm para 

los RhoGEFs de la Rama 1A, comparando la expresión de los GEFs entre células de la médula ósea completa versus 

células derivadas de la médula ósea. 

 

La Rama 1B está conformada por 11 RhoGEFs, algunos de estos DH-RhoGEFs no tienen 

dominio PH adyacente al dominio PH como son: ARHGEF10, ARHGEF10L, ECT2 y ECT2L (Figura 

45). El análisis de expresión del mensajero reveló que los RhoGEFs son SOS1, BCR y ABR de esta 

rama se expresan bien en células de la médula ósea, ya sea cultivada o no. En contraste, tres de los 

RhoGEFs que conforman esta rama, no fue detectada su expresión en las células de la médula ósea, 

corresponden a RASGRF1, RASGRF2 y ECT2L. Cuando comparamos la expresión de todos los 

RhoGEFs de la rama 1B entre los dos grupos de las células de la médula ósea, tres de ellos 

mostraron diferencia significativa, dos de ellos disminuyendo en BMDC y uno incrementando a nivel de 

mensajero. Los RhoGEFs ECT2 y BCR de la Rama 1B fueron significativamente disminuidos en 

las células derivadas de la médula ósea, aun así, conservan una expresión clara detectada en las 

bandas de PCR. Uno de los RhoGEF que parece ser relevante es el ARHGEF17, también conocido 
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como marcador de endotelio tumoral 4 (TEM4, Tumor Endothelial Marker 4), detectamos que el 

mRNA de ARHGEF17 se incrementó significativamente en las BMDCs, con respecto a las células 

de médula ósea total; este resultado es interesante para nosotros, ya que es un RhoGEF que 

previamente se reportó como una proteína sobre-expresada en células endoteliales que se encuentran 

en los tumores de cáncer colorrectal 119, sugiriendo que puede tener un papel en el proceso de 

angiogénesis tumoral en células endoteliales, y aquí, en células de la médula ósea pro-tumorales. 

 

Figura 45. Perfil de expresión de los RhoGEFs de la Rama 1B en BMDCs y BM. Análisis de expresión del mRNA para 

los RhoGEFs de la Rama 1B, comparando la expresión de los GEFs entre células de la médula ósea completa versus 

células derivadas de la médula ósea. 

 

Los RhoGEFs que conforman la Rama 2A cuentan con los dominios DH-PH con excepción del 

ARHGEF15; esta rama es de nuestro particular interés debido a que se encuentra un grupo de 

RhoGEFs regulado por GPCRs y son nombrados en conjunto como los RGS-RhoGEFs (LARG, PDZ-

RhoGEF y p115-RhoGEF), los tres miembros fueron expresados a nivel de mensajero de manera 

adecuada en las células de la médula ósea (Figura 46). Uno de los RhoGEFs que resaltó a simple 

vista fue el C9orf100, el primero que se enlista en la rama, el mensajero de éste claramente disminuyó 
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en BMDC, mientras que en el grupo BM, es uno de los RhoGEFs más expresados, inclusive se 

apreció un doble bandeo en gel de agarosa por la amplificación de una variante de ―splicing‖, la cual 

desaparece en el grupo de BMDC. Otro de los RhoGEFs que disminuyó significativamente en BMDC 

fue AKAP13. 

 

Figura 46. Perfil de expresión de los RhoGEFs de la Rama 2A en BMDCs y BM. Análisis de expresión del mRNA para 

los RhoGEFs de la Rama 2A, comparando la expresión de los GEFs entre células de la médula ósea completa versus 

células derivadas de la médula ósea. 

 

Encontramos en la Rama 2A que tres RhoGEFs incrementaron significativamente en las 

BMDCs, los dos primeros son ARHGEF5 y PLEKHG6, este último GEF incrementó bastante, de 

hecho, en células de la médula ósea sin cultivar fue prácticamente indetectable en contraste con la 

expresión en BMDC. Dentro de los RGS-RhoGEFs de nuestro interés, el PDZ-RhoGEF incrementó 

significativamente en BMDCs con respecto a las células de la médula ósea no cultivada, y a pesar 

de ello, este RhoGEF se expresa muy bien en las células de la médula ósea; p115-RhoGEF y LARG 

son expresados en BMDCs, aunque no hubo diferencia a nivel del mensajero con respecto a la 
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médula ósea completa (Figura 46). El Cdc42-GEF Intersectina 2 (ITSN2) fue uno de los RhoGEFs más 

expresados en las células de la médula ósea pero no encontramos cambios significativos entre las 

células cultivadas y no cultivadas. Finalmente, seis de los RhoGEFs de esta rama filogenética no 

fueron expresados o fueron casi indetectables y corresponden a los siguientes: ARHGEF16, S-GEF, 

ARHGEF15, NGEF, ARHGEF19 y GEF-H1. 

 

Figura 47. Perfil de expresión de los RhoGEFs de la Rama 2B en BMDCs y BM. Análisis de expresión del RNA 

mensajero para los RhoGEFs de la Rama 2B, comparando la expresión de los GEFs entre células de la médula ósea 

completa versus células derivadas de la médula ósea. 

 

Finalmente, la Rama 2B (Figura 47) está conformada por 23 DH-RhoGEFs, dos de ellos no 

cuentan el dominio PH adyacente al DH, sin embargo, en su lugar cuentan con un dominio BAR que 

sugiere la unión a membranas vesiculares, estos GEFs son: ARHGEF37 y TUBA. La expresión de los 

RhoGEFs PLEKHG4 y MCF2 no fue detectada en las células de la médula ósea. Encontramos que 

sólo el mensajero del RhoGEF Trio incrementó significativamente su expresión en las BMDCs. El 

mensajero de RacGEF Tiam1 disminuyó significativamente en las BMDC, en las células BM la señal 

de expresión fue intensa similar a ARHGEF7, Vav1, Vav3 y PLEKHG3. Otros dos RhoGEFs 

disminuyeron su expresión significativamente en BMDCs y fueron ARHGEF37 y SPATA13. Este último 
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GEF mostró una isoforma la cual desapareció en las BMDCs. De la misma manera los RhoGEFs 

como el GEFT y PLEKHG3 mostraron una isoforma en las células BM, pero estas isoformas no fueron 

expresadas en las BMDCs. P-Rex1 se expresó muy bien en BMDCs, aunque no hubo diferencia en 

el mRNA con respecto a la médula ósea total, mientras que el mensajero de P-Rex2 fue casi 

indetectable. 

En resumen, detectamos la expresión de 49 RhoGEFs en células de la médula ósea no 

cultivada (BM) y 51 en las células derivadas de la médula ósea cultivada (BMDC). Los RhoGEFs cuya 

expresión del RNA mensajero incrementó significativamente en la población cultivada de la médula 

ósea capaz de promover el crecimiento de los tumores fueron: FARP1, FGD6, FGD2, FGD4, 

ARHGEF17, PDZ-RhoGEF y Trio. Mientras que aquellos RhoGEFs cuya expresión del RNA 

mensajero disminuyó significativamente en la población de células pro-tumorales fueron: ECT2, BCR, 

C9orf100, AKAP13, ARHGEF37, Tiam1 y SPATA13. 

En estos resultados observamos que la intensidad de expresión de algunos RhoGEFs fue 

diferente entre las poblaciones celulares de la médula ósea evaluadas. Los RhoGEFs regulados por 

GPCRs como P-Rex1, LARG, p115-RhoGEF y PDZ-RhoGEF, fueron expresados en las células 

que cultivamos de la médula ósea, incluso PDZ-RhoGEF incrementó significativamente como 

consecuencia de las condiciones de cultivo. Estos y otros RhoGEFs que son expresados 

diferencialmente en la población enriquecida de BMDC-Tie2+ pro-tumorales, de ser validados en la 

expresión de la proteína, resultan interesantes para estudiar y profundizar en sus mecanismos 

moleculares de regulación, así como su posible contribución en los efectos pro-tumorales de las 

células derivadas de la médula ósea. 

 Expresión diferencial de proteínas de señalización en médula ósea fresca 10.2.2

versus células derivadas de la médula ósea evaluadas por western blot 

Una vez encontradas diferencias en la expresión de genes cuando comparamos las células de 

la médula ósea extraídas (BM) versus aquellas que se cultivaron por dos semanas (BMDCs), 

particularmente en la expresión del mensajero de los diferentes RhoGEFs codificados en el genoma 

del ratón. Nos propusimos realizar algunos westerns de proteínas de señalización para explorar si esta 

idea de que existen cambios en la expresión de mensajero se podía reflejar en cambios en la cantidad 

de proteína si comparamos los dos grandes grupos experimentales de células BM versus BMDC. Para 
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obtener los lisados citosólicos de las células, obtuvimos para el grupo experimental BM, las células 

nucleadas de la médula ósea (lisando eritrocitos y realizando lavados para retirar los restos celulares, 

según se describe en la sección de metodología) y fueron lisadas en tubo. Para el grupo experimental 

BMDC, las células fueron cultivadas durante dos semanas según el protocolo descrito de cultivo 

celular, posteriormente fueron lisadas con gendarme en las cajas de cultivo. Se comparó la cantidad 

de expresión de las proteínas de señalización mostradas en la Figura 48, decidimos ajustar la cantidad 

de actina, de manera que tuviéramos la señal de actina equivalente en ambos tipos celulares y 

partimos de ahí para buscar las proteínas expresadas diferencialmente, así pues, encontramos 

diferencias en varias proteínas de señalización evaluadas con particular interés. En la Figura 48 

ordenamos los resultados de western blot en tres grupos: proteínas de señalización clásicas, 

RhoGEFs y RhoGTPasas. 

 

Figura 48. Expresión de proteínas de señalización en células de la médula ósea recién extraída y cultivada. A) 

Western blot de proteínas de señalización clásicas, B) de RhoGEFs, C) y de GTPasas pequeñas. Las proteínas fueron 

obtenidas de la lisis de células nucleadas de la médula ósea recién extraída de ratones de la cepa FVB y libres de 

eritrocitos (BM), y el otro grupo experimental de cultivos de dos semanas de células derivadas de la médula ósea con 

medio EGM-2MV (BMDC). Para contrastar la expresión de proteínas de señalización, los experimentos se realizaron 

ajustando la cantidad de actina a niveles equivalentes y a partir de ello se buscaron por western blot el resto de las 

proteínas mostradas. 

En la Figura 48A, mostramos la comparación de proteínas de vías de señalización clásicas en 

células cultivadas de la médula ósea en contraste con células de la médula ósea total. Algunas 

proteínas de señalización como son la PRKAR1α (subunidad reguladora de la PKA), la cantidad de 
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AKT y ERK incrementaron sutilmente en las células cultivadas (BMDCs), sugiriendo que estas células 

maduran las vías de señalización para mejorar su eficiencia donde participan estas proteínas mientras 

que las proteínas G. También exploramos algunas subunidades que conforman a las proteínas G, 

encontramos y la subunidad Gαq y la subunidad Gα12 incrementaron en las BMDCs 

considerablemente, esta última subunidad junto con Gα13 tienen a un grupo de RhoGEFs como sus 

principales efectores directos. Por otro lado, subunidad Gβ se encontró con una expresión similar en 

ambas condiciones de células de la médula ósea, sin cambio aparente en la cantidad de proteína. 

Finalmente, un factor de transcripción clásico, CREB que responde a vías de señalización por 

incremento de AMPc y activación de ERK, incrementó en células derivadas de la médula ósea 

cultivadas, mientras que en aquellas que no se cultivaron no se detectó. 

Validamos la expresión de la proteína de algunos RhoGEFs de nuestro interés que observamos 

expresados a nivel de mensajero en la Figura 48B. Encontramos que algunos RhoGEFs son 

enriquecidos en el esquema de cultivo de la médula ósea, particularmente aquellos regulados por 

GPCRs y que son parte de nuestro objetivo de estudio. El RhoGEF para Rac que es un efector del 

heterodímero Gβγ, P-Rex1 incrementó excesivamente en las BMDCs a nivel de proteína, 

contrastando con las células de la médula ósea sin cultivar donde en los lisados citosólicos no fue 

observada la expresión. De manera similar, el PDZ-RhoGEF (ARHGEF11) mostró un claro 

incrementó en la expresión de la proteína en BMDCs, una de las proteínas de nuestro interés, 

consistente con los resultados obtenidos en la expresión del mensajero, mientras que en el grupo 

experimental BM, fue casi indetectable el GEF. Otro RGS-RhoGEF interesante es LARG 

(ARHGEF12), este GEF incrementó en BMDCs, observamos una señal intensa de esta proteína en 

BMDC, pero en médula ósea sin cultivar no fue posible detectar por western blot. Estos resultados 

demostraron que P-Rex1, PDZ-RhoGEF y LARG son proteínas enriquecidas en la población pro-

tumoral de la médula ósea, posiblemente son relevantes en los efectos pro-tumorales de las células 

derivadas de la médula ósea que se infiltran en los tumores. 

En contraste al resultado de los RhoGEFs mencionados, el p115-RhoGEF que también 

pertenece a los RGS-RhoGEFs, se encontró expresado en células de la médula ósea recién extraída 

pero este GEF disminuyó en BMDCs y no fue detectado mediante western blot. El GEF Tiam1 mostró 

una tendencia a disminuir en las BMDCs, pero el nivel de expresión en ambos grupos experimentales 

fue bajo. Otro GEF analizado fue Trio que en el análisis de expresión de mensajero incremento 
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significativamente en las células cultivadas de la médula ósea, un GEF que puede activarse por 

Gαq 102; sin embargo, por western blot se encontró en niveles similares a las células de la médula ósea 

completa. 

Analizamos la expresión de las RhoGTPasas clásicas que incluyen a RhoA, Rac1 y Cdc42, 

además de RhoJ que es una GTPasa asociada a la formación de filopodios en células endoteliales 

(Figura 48C). Como se esperaba, la expresión de las proteínas de RhoA, Rac1 y Cdc42 fue 

intensa y similar entre los grupos experimentales de BMDC y BM, estas GTPasas son importantes 

para modificar el citoesqueleto celular durante la migración, y también la cantidad de GTPasas de Ras 

fue similar entre las células de la médula ósea. Sorpresivamente, la GTPasa RhoJ se encontró 

expresada en células derivadas de la médula ósea cultivadas con respecto a las células de la 

médula ósea recién extraída, en estas últimas la GTPasa fue indetectable por western blot. La 

GTPasa RhoJ ha sido vinculada a procesos de angiogénesis tumoral y fue inicialmente identificada en 

células endoteliales y catalogada como una GTPasa expresada restringidamente en endotelio 98,120; 

sin embargo, nuestros resultados demuestran que las BMDC protumorales expresan a RhoJ y 

posiblemente contribuye a las propiedades protumorales de la población celular. 

 Activación de RhoGTPasas y RhoGEFs en BMDCs estimuladas por medios 10.2.3

condicionados de células tumorales 

Después nos propusimos evaluar si los RhoGEFs dependientes de GPCRs como P-Rex1 y 

PDZ-RhoGEF, así como las RhoGTPasas como Rac, Cdc42 y Rho podrían ser activados en las 

células derivadas de la médula ósea, cuando estas son estimuladas con medios condicionados 

obtenidos de células tumorales LAP0297. La activación de estas proteínas es fundamental para la 

migración celular, ya que promueven el reordenamiento del citoesqueleto que favorece el movimiento 

polarizado de la célula. Previamente observamos que los factores solubles que se encuentran en los 

medios condicionados llevan a la activación de vías como AKT, ERK y mTOR; además, inducen 

migración de BMDCs en ensayos de cierre de herida. Por ello decidimos evaluar la activación de 

RhoGEFs y RhoGTPasas en un curso temporal (Figura 49). Para realizar estos experimentos 

utilizamos BMDCs provenientes de ratones FVB-Tie2-GFP que fueron cultivadas durante dos 

semanas y sembradas nuevamente sobre ProNectin, un día antes del ensayo fueron ayunadas con 

medio EBM-2 (sin suplementos ni suero). La activación de RhoGEFs modulados por GPCRs en 

BMDCs se determinó utilizando GTPasas libres de nucleótido recombinantes unidas a glutatión-
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safarosa (GST-RacG15A y GST-RhoG17A). Estas GTPasas mutantes se encuentran en un estado de 

alta afinidad por los RhoGEFs activos correspondientes. 

 

Figura 49. Los medios condicionados de células tumorales activan a RhoGEFs (P-Rex1 y PDZ-RhoGEF) y a 

RhoGTPasas en BMDCs. A) Esquema experimental que representa la activación de GEFs y GTPasas inducida por 

medios condicionados de células tumorales. B) Activación de P-Rex1 en BMDC estimuladas con medios condicionados de 

células tumorales. Ensayos de captura de RhoGEFs activos, utilizando proteínas recombinantes de RacG15A. C) 

Activación de PDZ-RhoGEF en BMDCs estimuladas con MC de células tumorales. Ensayo de captura de RhoGEFs activos 

utilizando proteínas recombinantes de GST-RhoG17A unida a glutatión-safarosa. D) Activación de Rac1 en BMDC 

estimuladas con medios condicionados de células tumorales. E) Activación de Rho, Cdc42 y Rac en BMDCs estimuladas 

con medios condicionados de células tumorales. Las BMDCs fueron obtenidas de ratones FVB-Tie2-GFP y cultivadas 

durante dos semanas.  Se resembraron en cajas p60 recubiertas con ProNectin, fueron ayunadas 14 horas y finalmente 

estimuladas con medios condicionados de células tumorales (LAP0297) durante 1, 5, 15, 30 y 60 minutos antes de lisar. 
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Para evaluar si PDZ-RhoGEF se activa en respuesta a medios condicionados de células 

tumorales, utilizamos la recombinante GST-RhoG17A unida a glutatión-safarosa, mientras que para 

capturar a P-Rex1 en su estado activo utilizamos a GST-RacG15A unida a glutatión-safarosa. En 

estos ensayos, encontramos que PDZ-RhoGEF y P-Rex1 endógenos son activados en las células 

derivadas de la médula ósea cuando son estimuladas por medios condicionados de células 

tumorales LAP0297, con un máximo de activación a los 30 minutos (Figura 49B y 49C, 

respectivamente). Como controles del estímulo de las células de la médula ósea con los medios 

condicionados de las células tumorales, incluimos la activación de ERK y AKT, proteínas que 

responden muy bien al estímulo de medio condicionado de células tumorales como previamente se 

había mostrado. Para determinar la activación de las RhoGTPasas en los lisados celulares de BMDCs 

estimuladas por medios condicionados de células tumorales, realizamos precipitaciones por afinidad 

de RhoGTPasas activas (unidas a GTP) utilizando como carnadas a proteínas recombinantes unidas a 

glutatión-safarosa que corresponden a los dominios de interacción de proteínas efectoras para las 

GTPasas en cuestión. Para capturar Rac1 y Cdc42 se utilizó el dominio CRIB de PAK-N mientras que 

para RhoA se utilizó el dominio RBD de Rhotekina. 

Nuestros resultados muestran que los medios condicionados de las células tumorales 

LAP0297 activan las RhoGTPasas en las células derivadas de la médula ósea provenientes de 

ratones FVB-Tie2-GFP. Las células fueron estimuladas en un curso temporal con medios 

condicionados de células tumorales LAP0297, activaron a Rac1 con un máximo entre 5 y 15 minutos, 

como controles del estímulo por los medios condicionados podemos observar que tanto ERK como 

AKT fueron detectados activos en el curso temporal con un máximo de activación en los mismos 

tiempos para Rac1 (Figura 49D). También encontramos la activación de Cdc42 y RhoA en las BMDCs 

estimuladas con medios condicionados, fueron activadas de manera dependiente del tiempo, 

observamos el máximo de activación entre 5 y 15 minutos después de la estimulación. 

Con todos los resultados obtenidos en los modelos celulares de ratones, como la comunicación 

celular pro-tumoral, la migración dependiente de Gi→Gβγ, así como la activación de cascadas 

relevantes donde participan cinasas, RhoGEFs y GTPasas en las células derivadas de la médula 

ósea, células endoteliales y en células tumorales (Figura 50), nos propusimos a indagar en una 

fracción de todos los eventos mencionados para profundizar en el mecanismo molecular de la 

modulación de la activación de RhoGEFs regulados por GPCRs, particularmente la vía de Gβγ/P-
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Rex1/Rac que hipotéticamente sería la responsable de la migración de las células evaluadas en el 

objetivo 1. Para adentrarnos en los aspectos moleculares de esta vía, utilizamos modelos de líneas 

celulares y estrategias bioquímicas que nos permitieran aclarar los mecanismos moleculares que 

pueden ocurrir en la migración celular dependiente de GPCRs quimiotácticos en las células de la 

médula ósea y células tumorales durante la progresión del cáncer. 

 

Figura 50. Hallazgos relevantes de la comunicación celular entre BMDCs pro-tumorales, células tumorales y 

células endoteliales. En el cultivo de médula ósea, se enriquecieron poblaciones pro-tumorales (Tie2/CD11b/CD45) que 

liberan factores que inducen la migración de células tumorales (de manera dependiente de Gi→Gβγ) y células 

endoteliales, en sentido opuesto, las células tumorales liberan factores que promueven la migración de células de la 

médula ósea (de manera dependiente de Gi). Las células protumorales de la médula ósea expresan a RhoGEFs regulados 

por GPCRs como P-Rex1, llevando a la activación de GTPasas como Rac cuando son estimuladas por factores derivados 

de células tumorales. 
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10.3 Resultados del OBJETIVO 3 

Caracterizar los mecanismos moleculares que determinan el efecto quimiotáctico de agonistas 

como el SDF-1, relevante en el microambiente tumoral, con énfasis en la participación de 

RhoGEFs regulados por proteínas G, que pudieran estar expresados diferencialmente en 

células pro-tumorales derivadas de la médula ósea. 

  

Figura 51. Modelo que representa hipotéticamente la activación de P-Rex1 vía GPCR/Gi/Gβγ para llevar a la 

migración celular, pero no por otros heterotrímeros como Gq y G13 que pudiesen ser activados. Nuestro modelo 

hipotético se sustenta en el hecho de que la migración celular dependiente de GPCRs suele ser sensible al tratamiento con 

toxina pertussis, un inhibidor de Gi, y es suficiente para inhibir la migración celular. Además, los GPCRs de quimiocinas, 

que por definición inducen migración celular, todos están acoplados a proteínas Gi exclusiva o principalmente. Por lo 

anterior, sugerimos que otros heterotrímeros como Gq y G13 no activan a P-Rex1 por que no son proveedores eficientes 

de Gβγ posiblemente como consecuencia de propiedades intrínsecas de las subunidades Gαq y Gα13 que no han sido 

aclaradas. 
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 Análisis de la vía SDF-1/CXCR4/Gi/P-Rex1/Rac1 potencialmente relevante 10.3.1

en células de la médula ósea utilizando modelos celulares 

En los experimentos realizados en este objetivo decidimos utilizar modelos celulares que nos 

facilitaran explorar los mecanismos moleculares de las proteínas de nuestro interés; particularmente, 

proteínas de vías de señalización que contribuyen a la migración celular a través de la activación de 

GPCRs, RhoGEFs y GTPasas, con la finalidad de dilucidar algunos aspectos moleculares relevantes 

que contribuyen a la migración celular oncogénica. El SDF-1, como una de las quimiocinas 

importantes que contribuyen a la migración de células de la médula ósea y tumorales que ha sido 

relacionada a la progresión del cáncer 39,41,42; fue un estímulo celular que nos permitió explorar 

mecanismos rio abajo de su receptor CXCR4. Utilizando líneas celulares estudiamos la migración 

inducida por el SDF-1/CXCR4 y descendimos en la cascada para estudiar la activación de un GEF de 

particular interés, P-Rex1, además de la modulación de su estado de activación inducido por algunas 

subunidades Gα de las proteínas G como se representa en el modelo de la Figura 51, donde la 

evidencia histórica de los receptores quimiotácticos sugieren que la activación de un efector 

quimiotáctico como P-Rex1, sería activado exclusiva o principalmente por proteínas Gi. 

Partiendo de la idea que la migración celular dependiente de GPCRs es dependiente de la 

proteína Gi, como observamos en la migración de células tumorales y BMDC; validamos la afirmación 

en un modelo celular. En la Figura 52A mostramos un ensayo de migración en ensayos de cierre de 

herida (Wound Closure/Scratch). Utilizamos las células HeLa como un modelo celular que responde 

adecuadamente a SDF-1, una de las quimiocinas de nuestro interés que activa a P-Rex1 76,121. Las 

células HeLa fueron sembradas sobre gelatina 0.02%, ayunadas y tratadas según sea el caso con el 

antagonista del CXCR4 o bien, con toxina pertussis. Las células fueron estimuladas con SDF-1 y 

fijadas 24 horas después para evaluar el área cubierta de la herida por las células que migraron. Como 

esperábamos, el SDF-1 indujo de manera adecuada la migración de células HeLa (Figura 52A), cabe 

mencionar que estas células también migraron cuando fueron estimuladas con LPA y HGF; sin 

embargo, otros estímulos como S1P, IL-8, EGF, FGF, PDGF y VEGF no indujeron migración en este 

modelo celular (datos no mostrados). 
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Figura 52. El SDF-1/CXCL12 promueve la migración celular inducida por la activación de receptores CXCR4 y de 

manera dependiente de Gi. A) Fotografías representativas del cierre de herida de células HeLa, consideran la migración 

de las células sin estimular, células estimuladas con SDF-1 (100 ng/mL) y que además se trataron con un antagonista del 

receptor CXCR4 (10 μg/mL de AMD3100) o con un inhibidor de Gi (200 ng/mL de toxina pertussis); adicionalmente 

añadimos un control positivo de migración celular utilizando 10% de suero fetal bovino, las líneas punteadas representan la 

herida inicial que se realizó y 24 horas después se muestran las células que cruzaron el límite se consideraron como 

células que migraron. En el panel inferior se muestra la cuantificación del área cubierta por las células HeLa en los ensayos 

de cierre de herida representados en las fotografías. La gráfica representa la media ± EE del área cubierta por células que 

migraron de cuatro experimentos independientes; **p<0.01, ***p<0.001 ANOVA de una vía seguida de Tukey. B) SDF-1 

activa a P-Rex1 de manera eficiente pero no LPA. Ensayo de pulldown de RacGEFs activos (perlas GST-RacG15A) en 

células COS7 estimuladas con SDF-1 o LPA durante 5 y 15 minutos. Se reveló ERK activo como control del efecto de los 

estímulos. 

La migración de células inducida por SDF-1 fue sensible al antagonista AMD3100 (10 μg/mL 

para el CXCR4 (Figura 52A), un receptor acoplado principalmente a proteínas Gi, aunque algunos 

reportes señalan el acoplamiento a Gq y G12/13 122–124. Este resultado demuestra que el SDF-1 

induce la migración celular a través de la activación del receptor CXCR4, y posiblemente el 

receptor CXCR7 (que también es un GPCR activado por SDF-1 125, no parece participar en la 

migración de las células HeLa inducida por esta quimiocina en los ensayos de cierre de herida. 

También, la migración celular fue sensible a la inhibición de la proteína Gi utilizando el pre-tratamiento 

con toxina pertussis, la migración dependiente de SDF-1/CXCR4 fue inhibida con el pre-tratamiento de 
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200 ng/mL de PTX, por lo tanto, la migración inducida por SDF-1/CXCR4 depende de la activación 

de las proteínas Gi (proteínas G sensibles a PTX: Gi1/i2/i3, G0, Gt), pero no de otras como Gq y G13 

en caso de que fueran activadas. Se sabe que el receptor CXCR4 es preferencialmente acoplado a Gi 

y que puede activar a P-Rex1, en la Figura 52B validamos que SDF-1/CXCR4 activa a P-Rex1 de 

manera eficiente, pero los receptores para LPA no; la activación del GEF fue analizada cuando las 

células fueron estimuladas durante 5 y 15 minutos, después se lisaron y capturamos a los RacGEFs 

con proteínas recombinantes GST-RacG15A unidas a glutatión safarosa; simultáneamente si 

comparamos la activación de P-Rex1 por SDF-1/CXCR4 y por LPAR, un receptor acoplado a múltiples 

familias de proteínas G activado por LPA, este último no es tan eficiente para activar al GEF pero si 

activa fuertemente a ERK (pERK mostrado en lisados totales, LT). Estos resultados apoyan 

fuertemente que la vía de señalización de los GPCRs para quimiocinas que promueven la migración 

celular, es dependiente de la activación de la proteína Gi, lo que sugiere que la vía de Gβγ/P-

Rex1/Rac es relevante para el efecto quimiotáctico, esta idea nos llevó a profundizar en la vía de Gβγ 

y el motivo por el cual proteínas heterotriméricas no son tan efectivas para señalizar a través del 

dímero Gβγ, particularmente en el contexto de la migración celular, hipotetizamos que otras 

subunidades Gα podrían inhibir la vía Gβγ→P-Rex1. 

 Interacción de las subunidades Gα con el heterodímero Gβγ 10.3.2

El efecto de la toxina pertussis que observamos sobre la migración celular inducida por SDF-1 

sugiere que a pesar de que el receptor CXCR4 es capaz de activar otras proteínas G 122,123, señaliza 

preferencialmente vía la proteína Gi, o bien es suficiente para promover y controlar la migración 

celular, presumiblemente mediante la señalización de Gβγ liberada del heterotrímero Gi 56. Nosotros 

hipotetizamos que la activación de Gi es requerida para la migración celular mediante la disociación 

adecuada de Gβγ y que este heterodímero active sus efectores como P-Rex1, estableciendo que las 

proteínas Gi heterotriméricas son las mejores proveedoras del heterodímero Gβγ, mientras que otros 

heterotrímeros no participarían e inclusive podrían estar impidiendo la señalización inducida por Gβγ 

para actuar sobre sus efectores promotores de la migración celular (Figura 53A). 

En un principio, evaluamos la interacción entre el heterodímero Gβγ y diferentes 

subunidades Gα representativas (Gαi, Gαs, Gαq y Gα13 marcadas con el epitope HA) en su 

versión WT o mutantes Q→L, estas últimas son mutantes deficientes en la actividad de GTPasa con 

el cambio de una glutamina (Q) por una leucina (L), como consecuencia de esta mutación, las 
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subunidades Gα no pueden hidrolizar el GTP a GDP, permaneciendo en un estado activo una vez que 

han incorporado GTP 126,127. Las células HEK293T fueron transfectadas con GST-Gβ1γ2 y las 

versiones WT o QL de las subunidades Gα y 48 horas después de la transfección, las células 

ayunadas toda la noche se lisaron y los lisados citosólicos se sometieron a ensayos de precipitación 

por afinidad (GST- pulldown), utilizando glutatión-safarosa para atrapar a GST-Gβγ (Figura 53B) y 

detectar las subunidades Gα asociadas a Gβγ. Se analizó la interacción entre las principales 

subunidades Gα mutantes QL (Gαi, Gαs, Gαq y Gα13) con Gβ1γ2. Para evaluar esto, realizamos un 

pulldown (GST-) a partir de lisados obtenidos de células HEK293T transfectadas con GST-Gβγ 

(vectores: pCEFL-GST-Gβ1, pCEFL-γ2) y con las versiones silvestres y mutantes constitutivamente 

activas de la subunidad Gαi (vectores: pCEFL-HA-Gαi2WT, pCEFL-HA-Gαi2Q205L), subunidad Gαs 

(vectores: pCEFL-HA-GαsWT, pCEFL-HA-GαsQ227L), subunidad Gαq (vectores: pCEFL-HA-GαqWT, 

pCEFL-HA-GαqQ209L) y subunidad Gα13 (vectores: pCEFL-HA-Gα13WT, pCEFL-HA-Gα13Q226L). En 

este experimento precipitamos por afinidad a Gβγ (GST) y detectamos aquellas subunidades Gα 

asociadas, el western blot se muestra en la Figura 53B. 

Hipotéticamente, el heterodímero Gβγ interacciona fuertemente con subunidades Gα tipo 

silvestres (WT), mientras que no podría interaccionar con subunidades Gα mutantes constitutivamente 

activas (Q→L), lo anterior con base en el modelo clásico el heterotrímero de la proteína G conformado 

por Gα-GDP y Gβγ, se disocia en sus subunidades Gα-GTP y Gβγ una vez activado un receptor 

acoplado a proteínas G que provocaría el intercambio de nucleótido GDP por GTP. 

Sorprendentemente, se encontró que algunas subunidades Gα Q→L pueden interactuar con Gβγ, 

en particular para el caso de las subunidades GαqQL y Gα13QL, mientras que las versiones QL de 

Gαi y Gαs no interaccionaron con Gβγ. Curiosamente, las mutantes consideradas en la literatura 

como constitutivamente activas de las subunidades Gαq y Gα13 (GαqQ→L y Gα13Q→L), 

interaccionaron fuertemente con el heterodímero Gβ1γ2, a pesar de la mutación en el dominio de 

GTPasa en estas subunidades Gα, el resultado fue reproducible en todos los casos. En contraste, las 

subunidades mutantes constitutivamente activas de las Gαs y Gαi (GαsQ→L y GαiQ→L) no 

interaccionaron con Gβ1γ2, la expresión de estas subunidades se muestra en los lisados totales (LT) 

donde se observa con claridad la cantidad de proteína en los lisados, pero no asociadas a Gβγ. Como 

se esperaba, las versiones WT de todas las subunidades Gα evaluadas pueden interactuar con Gβγ 

fuertemente (Figura 53B, panel superior PD:GST), cabe resaltar la alta afinidad de Gαq por Gβγ 
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observada en todos los experimentos realizados, a pesar de la expresión menor de Gαq (en LT), su 

interacción con Gβγ es comparable a cualquier otra con sobreexpresión (en PD:GST). 

 

Figura 53. El heterodímero Gβγ interacciona con mutantes activas de Gαq-QL y Gα13-QL, pero no con Gαi-QL y Gαs-

QL. A) Receptores quimiotácticos acoplados a Gi como el CXCR4, activa a P-Rex1 y la PI3K/AKT vía de señalización de 

Gβγ. El modelo hipotético, representa la señalización del CXCR4 en la activación de la proteína Gi, promoviendo la 

liberación del heterodímero Gβγ para activar a P-Rex1. Hipotéticamente subunidades Gα mutantes deficientes de la 

GTPasa podrían inhibir el efecto de Gβγ sobre la activación de P-Rex1 y AKT. B) Caracterización de la interacción de Gβγ 

con subunidades Gα-WT y subunidades Gα QL (deficientes en la GTPasa) en HEK293T transfectadas y analizada por 

precipitación de GST-Gβγ (segundo panel) y detección de subunidades Gα (marcadas con el epitope HA) asociadas al 

heterodímero Gβγ (panel superior). C y D) Los ensayos de precipitación por afinidad d GST-Gβγ muestran que las 

subunidades mutantes deficientes de la GTPasa de Gαq (QL) y Gα13 (QL), así como versiones las versiones silvestres (Gαq 

WT y Gα13 WT) interaccionaron con Gβγ sólo cuando fueron co-expresadas (Co-exp), pero no cuando los lisados de 

células transfectadas diferencialmente con estas proteínas se mezclaron (mezcla). Panel C y D, resultado obtenido con 

ayuda de Irving García-Jiménez. 
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Con el fin de confirmar que las versiones mutantes constitutivamente activas de Gαq y Gα13 se 

asocian con Gβ1γ2, evaluamos si la interacción requiere co-expresión de las subunidades Gα-QL (Gαq-

Q→L y Gα13-Q→L; Figura 53C y 53D, respectivamente) y Gβγ, o si la interacción puede ocurrir 

cuando las proteínas se expresan por separado y posteriormente los lisados celulares son mezclados. 

Este experimento nos permitió averiguar si la interacción ocurría dentro de las células vivas o sí era un 

artefacto del procedimiento de precipitación por afinidad. Nuestros resultados mostraron que la 

interacción requería que ambas proteínas fueran co-expresadas, GST-Gβ1γ2 formó complejos 

estables con HA-GαqQL y HA-Gα13QL (además de las versiones WT) sólo cuando ambas 

subunidades fueron co-expresadas (Co-exp). Por el contrario, la interacción no se detectó cuando 

se mezclaron lisados de células con expresión separada de Gβ1γ2 y subunidades Gα-QL donde se 

espera que los dímeros Gβγ estén ocupados por subunidades Gα en los lisados correspondientes, en 

contraste cuando transfectadas todas las subunidades en las mismas células, las interacciones fueron 

fuertes, la expresión de las proteínas transfectadas se confirmó por western blot en los lisados 

celulares totales (Figura 53C y D). 

A futuro, nos resulta interesante la interacción de GαqQ209L con Gβγ, esta subunidad Gα 

mutante ah sido identificada como un oncogen en melanoma uveal, considerada como una forma 

constitutivamente activa 128–130 y en cuyas células la vía oncogénica GαqQL-Trio-Rho/Rac-YAP 

promueve el crecimiento del melanoma uveal 131; con estos antecedentes relevantes y nuestros 

hallazgos de la interacción de GαqQL con Gβγ nos surge la pregunta de como podría influir la 

persistencia en la interacción con Gβγ en el melanoma uveal, particularmente sobre la señalización de 

GαqQL-Trio-Rho/Rac-YAP o bien, con otro RhoGEF activado por Gαq: p63-RhoGEF, el cual es capaz 

de activar a Rho. 

 La quimera Gα13-i2QL mantiene interacción estable con Gβγ: evidencia de la 10.3.3

contribución de la región αN-terminal de Gα13 para mantener la interacción 

Una vez confirmada la interacción de la subunidad GαqQL y Gα13QL con Gβγ, decidimos 

evaluar para el caso de Gα13QL, cual región de la subunidad Gα13 le proporciona la capacidad de 

mantener interacciones con Gβγ. Utilizamos quimeras conformadas por Gα13 y Gαi2 que fueron 

previamente descritas 132, la estructura primaria se esquematiza en la Figura 54A; una de estas 

quimeras representada como Gα13-i2QL (Gα13(M1-S192)-i2(Q172-P366)QL) esta construída con la primera 

sección del dominio de GTPasa que incluye la hélice del extremo amino (αN) y el dominio helicoidal de 
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Gα13 (aa. M1-S192), la otra mitad es la seguda sección del dominio de GTPasa de Gαi2QL (aa. Q172-

P366). De manera inversa, la quimera Gαi2-13QL (Gαi2(M1-T171)-13(Q193-P377)QL), tiene la primera sección el 

dominio de GTPasa (incluye αN) y el dominio helicoidal de Gαi2 (aa. M1-T171), la otra mitad es la 

seguda sección del dominio de GTPasa de Gα13QL (aa. Q193-P377). En las estructuras primarias se 

señalan con una franja amarilla los sitios donde estas subunidades Gα interaccionan con Gβγ, 

tomando como modelo a Gi, se encuentra un sitio en el extremo amino, la primera hélice interacciona; 

mientras que el segundo sitio se encuentra en la segunda sección del dominio de GTPasa en los 

swiches I y II. 

 

Figura 54. La α-hélice del extremo amino terminal (αN) de la subunidad Gα13-QL es importante para mantener la 

interacción con Gβγ. A) Estructura primaria de las subunidades Gα-QL y quimeras de Gα13 con Gαi 132, las franjas 

amarillas señalan las regiones de la estructura primaria de las subunidades Gα que interaccionan con Gβγ. B) El αN de 

Gα13 contribuye a mantener la interacción con Gβγ. Ensayo de pulldown para determinar la interacción de las quimeras QL 

representadas en el panel A con Gβγ. Las células fueron transfectadas con Gα13QL, Gα13-i2QL o Gαi2-13QL y fueron 

detectadas utilizando anticuerpos para el extremo amino (N-ter) o contra el extremo carboxilo (C-ter) de Gα13. C) 
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Esquemas que representan los hallazgos de la interacción de las quimeras con Gβγ. La subunidad Gα13-QL interacciona 

con Gβγ, pero en la quimera donde se cambió el extremo amino por el de Gαi, la interacción con Gβγ disminuyó, mientras 

que la quimera de Gαi-QL con el extremo amino de Gα13 adquirió la capacidad de interaccionar fuertemente con Gβγ. D) 

Efecto de Gα13QL, Gα13-i2QL o bien, Gαi2-13QL sobre el citoesqueleto de actina de células endoteliales PAE. Más del 95% 

de células transfectadas con EGFP+ Gα13-i2QL mostraron un fenotipo extendido similar a las células no transfectadas; 

como se esperaba, las células transfectadas con Gα13QL o bien, Gαi2-13QL mostraron un fenotipo contraído compatible con 

la activación de Rho. Las células transfectadas fueron fijadas y teñidas con faloidina (en blanco), las flechas señalan a las 

células transfectadas observando EGFP como marcador (inserto), barra=25 μM. Panel D, resultado obtenido con ayuda de 

Irving García-Jiménez. 

Utilizamos las subunidades Gα quiméricas conformadas por secuencias de Gα13QL y Gαi2QL 

por el siguiente razonamiento: en el primer panel de la Figura 54C, se muestra un esquema de Gi WT, 

basados en el cristal de la proteína Gi 133,134, sabemos que las subunidades Gα interaccionan con 

Gβγ en dos sitios que corresponden al dominio de GTPasa en la estructura terciaria, una interfase 

de interacción se encuentra en la hélice αN de la subunidad Gα, mientras que otra interase de 

interacción se encuentra al centro de subunidad Gα con el centro de Gβγ. Las quimeras, cuentan 

también con las secuencias de las dos interfaces de interacción; sin embargo, cada una corresponde a 

subunidades Gα diferentes y como vimos en la Figura 53B, Gα13QL mantiene interacción mientras 

Gαi2QL no, hipotéticamente la combinación de ellas nos permitiría aclarar cuál de las dos interfases 

de Gα13 mantiene la interacción con Gβγ. El resultado de las interacciones se representa en la 

Figura 54C, donde la quimera Gα13-i2QL mantiene la interacción con Gβγ a través de la helicé del 

extremo amino (αN) mientras que la quimera Gαi2-13QL no interacciona eficientemente con Gβγ, por lo 

tanto, la interacción de Gα13QL con Gβγ se impide al cambiar el sitio de interacción del extremo amino 

por el de Gαi. 

Analizamos interacción de las quimeras con el heterodímero Gβγ, esto nos permitió mapear 

cual región es relevante para mantener la interacción de la subunidad Gα13QL. Realizamos ensayos 

de pulldown de GST-Gβ1γ2 para comparar la interacción de la Gα13QL con las quimeras Gα13-i2QL y 

Gαi2-13QL (Figura 54B). Para contrastar la unión de las subunidades quimeras, utilizamos anticuerpos 

contra el extremo amino (detecta la quimera Gα13-i2QL) y contra el carboxilo (detecta la quimera Gαi2-

13QL) de Gα13. En el experimento incluimos la subunidad Gα13QL como control de la interacción (carril 

2) y para comparar como se ve afectada la interacción de Gα13QL por el intercambio de regiones con 

Gαi2QL. El ensayo de afinidad reveló que el extremo amino de la subunidad Gα13 que incluye una 

región de interacción, le proporcionó interacción estable con GST-Gβγ al dominio de GTPasa de la 
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subunidad Gαi2QL (tercer carril de pulldown de la Figura 54B), inclusive su interacción es mayor que 

sólo Gα13QL (carril 2); previamente observamos en la Figura 53B que la versión HA-Gαi2QL no 

interacciona con el dímero Gβγ. En contraste, la quimera de Gα13QL con el extremo amino de Gαi2 

disminuyó su interacción con Gβγ con respecto a Gα13QL, es decir, el intercambio por el sitio de 

interacción αN de Gαi2 disminuyó la capacidad de interaccionar con Gβγ; juntos estos resultados 

sugieren que el extremo amino de Gα13 y posiblemente Gαq donde se localiza una interfase de 

interacción con Gβγ tiene particularidades que proveen el mantenimiento de las interacciones estables 

de las subunidades Gα13 y Gαq mutantes QL (y posiblemente unidas a GTP) con el dímero Gβγ. 

La salida catalítica de las quimeras, hipotéticamente, estaría dada por la segunda sección del 

dominio de GTPasa que tiene la cara efectora, es decir, Gαi2-13QL que tiene el extremo amino de Gαi2 

y el extremo carboxilo de Gα13QL debe tener la salida catalítica de Gα13. Al analizar la morfología 

celular por microscopia, esperábamos que la quimera que contiene el extremo carboxilo de Gα13QL 

(Gαi2-13QL) transfectada en células endoteliales genere formas celulares contraídas compatibles con 

una activación de Rho intensa. En la Figura 54D observamos que las células que expresan la quimera 

Gα13-i2QL generaron células extendidas como las células transfectadas sólo con EGFP; mientras que 

las células con Gα13QL o bien, con la quimera Gαi2-13QL generaron células contraídas esperadas. 

Dentro de nuestra hipótesis, consideramos que una posible cascada de señalización SDF-

1/CXCR4/Gi→Gβγ/P-Rex1/Rac es responsable de la migración de distintas células y por lo tanto un 

blanco farmacológico interesante. En modelos celulares evaluamos si al activar el receptor CXCR4 

con su ligando SDF-1, podría llevar a la activación de P-Rex1 y a su vez a la activación de Rac1, 

según estudios previos, se sabe que P-Rex1 puede ser activado por CXCR4 en células endoteliales 76. 

 Activación de la vía SDF-1/CXCR4/Gβγ/P-Rex1/Rac 10.3.4

Nos intereso analizar la señalización de un receptor con acoplamiento multiple y que induce 

migración celular de manera dependiente de Gi, el receptor para LPA activa a P-Rex1 de manera 

discreta si analizamos en un curso temporal (Figura 55A), consistente con el resultado mostrado en la 

Figura 52B, donde LPA no llevó a la activación de P-Rex1 en células COS7 (5 y 15 min), aquí el LPA 

activo aproximadamente a partir de los 30 minutos, con un incremento progresivo y de manera 

paralela en el mismo pulldown (RacG15A) donde se detecto asociado P-Rex1 se detecto al dímero 

Gβγ asociado. Mientras SDF-1 mostro mejor activación de P-Rex1 con Gβγ asociada (Figura 55B). 
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Figura 55. Caracterización del eje de señalización SDF-1/CXCR4/Gβγ/P-Rex1/Rac1. A) Activación de P-Rex1 y PDZ-

RhoGEF endógenos en células COS7 estimuladas con LPA. B) Activación de P-Rex1 y PDZ-RhoGEF endógenos en 

células MCF7 estimuladas con SDF-1. C) El SDF-1/CXCL12 y el HGF activan a Rac vía el GEF P-Rex1. Células MCF7 

fueron transfectadas con esiRNA-P-Rex1 o esiRNA-GFP (como control) y la activación de Rac se detectó mediante 

pulldown de Rac-GTP con perlas de GST-PAK-CRIB en lisados de células MCF7 estimuladas con SDF-1 (50 ng/mL) o 

HGF (10 ng/mL) durante 5 min. Para determinar la activación de AKT (pSer473 AKT) y ERK (pERK) se realizó el western 

blot con los anticuerpos correspondientes en los lisados totales citosólicos (LT). La gráfica representa la media ± EE de los 

valores de densitometría de la fracción de Rac activo (Rac-GTP) de tres experimentos independientes, *p<0.05, ANOVA de 
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una vía seguida de la prueba de Tukey. D) La sobreexpresión de Gβγ es suficiente para inducir la activación de P-Rex1 y 

de Rac1. En células COS7 se transfectó 3XFlag-P-Rex1 con o sin His6-Gβγ, posteriormente se realizó captura de GEF 

activo con GST-RacG15A recombinante unida a safarosa, mientras que para capturar a Rac activo (Rac-GTP) se utilizó la 

recombinante GST-RBD-PAK unida a safarosa. Panel C obtenido con ayuda de Sendi Rafael Adame-García. 

El knock down de P-Rex1 inhibe totalmente la activación de Rac1 inducida por SDF-

1/CXCR4 consistente con lo reportes previos 135. También P-Rex1 mostró ser relevante en la 

activación de Rac1 inducida por HGF en las células MCF7 como se muestra en la Figura 55C, 

señalización que no había sido previamente reportada. En ensayos de migración en cierre de herida 

observamos que las células MCF7 no son un buen modelo para migración debido a que no migran 

adecuadamente a los diferentes estímulos, incluyendo el SDF-1. Aunque estas células mostraron 

activación de Rac dependiente P-Rex1, no se detectó una respuesta migratoria efectiva a SDF-1 

estimulación (datos no mostrados). 

Consideramos que Gβγ liberado del heterotrímero Gi sería el responsable de inducir a la 

activación de P-Rex1/Rac1. En las células modelo COS7 evaluamos el estado de activación de P-

Rex1 y Rac cuando sobre-expresamos Gβγ, se sabe que el heterodímero Gβγ puede inducir la 

actividad catalítica de P-Rex1 en ensayos in vitro, aquí evaluamos ese posible efecto en ensayos en 

células transfectadas con los plásmidos que contienen las secuencias de 3XFlag-P-Rex1 junto con o 

sin los plásmidos de His6-Gβ1/His6-γ2, consideramos que la sobreexpresión de Gβγ sería suficiente 

para llevar a la activación de P-Rex1 (Figura 55D). Mediante ensayos de pulldown determinamos la 

activación de P-Rex1 (utilizando perlas de GST-Rac1G15A libre de nucleótido que tienen alta afinidad 

por P-Rex1 en estado activo) y de Rac (utilizando perlas de GST-PAK-CRIB) en las células que fueron 

co-transfectadas con Gβγ. Confirmamos de esta manera que Gβγ activa a P-Rex1 y este RhoGEF a 

su vez activa a Rac1, para nuestros fines, en un contexto de migración celular. Esta estrategia nos 

permitió evaluar de manera más sencilla en modelos celulares, la posibilidad de modular este efecto 

de Gβγ sobre la activación de P-Rex1 en resultados mostrados más adelante. 

 Mapeo de la interacción de Gβγ con P-Rex1: posible relevancia de los 10.3.5

dominios PDZs en la activación secuencial de P-Rex1 inducida por Gβγ 

Dentro de la caracterización de la activación de P-Rex1 inducida por Gβγ, nos propusimos 

mapear el sitio o sitios de interacción del heterodímero Gβγ con los diferentes dominios de P-Rex1 que 

nos permitiera modelar el mecanismo de activación de GEF. La interacción de Gβγ con P-Rex1 fue 
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caracterizada in vitro donde se observó la interacción con del dominio DH para incrementar la 

actividad catalítica de RacGEF 109; sin embargo, estudios en nuestro laboratorio demuestran que P-

Rex1 se encuentra plegado con auto-interacciones inhibitorias que ocultan al dominio DH 121, por ello 

hipotetizamos que Gβγ antes de interaccionar con el dominio catalítico de P-Rex1, primero tiene que 

romper las interacciones intramoleculares del GEF para lograr exponer y acceder al dominio DH. 

Realizando ensayos de pull down, precipitamos las construcciones de GST-P-Rex1 y buscamos 

la asociación de Gβγ a los diferentes segmentos de P-Rex1 que son esquematizados en la Figura 

56A. El heterodímero Gβγ como vimos previamente (Figura 55D) lleva a la activación de P-Rex1, 

experimentos en modelos celulares encontramos que Gβγ interacciona fuertemente con el extremo 

amino de P-Rex1 que está conformado por los dominios DH-PH-DEP-DEP-PDZ-PDZ, pero también 

observamos una interacción ligera con el extremo carboxilo (Figura 56B). Posteriormente, analizamos 

la interacción de Gβγ con los dominios en tándem DH-PH, DEP-DEP y PDZ-PDZ que corresponden al 

extremo amino de P-Rex1 (N-Ter, Figura 56C). Cuando precipitamos por afinidad los segmentos de P-

Rex1, observamos que el heterodímero Gβγ se interaccionó con los dominios PDZ-PDZ y con el 

tándem DH-PH, mientras que no hubo interacción con los dominios en tándem DEP-DEP (Figura 

56C). Finalmente, evaluamos si Gβγ tiene mayor afinidad por alguno de los dominios PDZ, por ensayo 

de precipitación por afinidad, bajamos a los dominios PDZ1 o PDZ2 (unidos a GST) y detectamos al 

dímero Gβγ asociado. Encontramos que Gβγ interacciona mejor con el dominio PDZ1, incluso es 

mejor que la interacción con el tándem PDZ-PDZ, sin embargo, también se puede unir al PDZ2 (Figura 

56D). 

Estos resultados sugieren que el heterodímero Gβγ activa a P-Rex1 a través de la interacción 

directa con los dominios PDZ-PDZ y DH-PH, modelos hipotéticos de la dinámica de activación son 

mostrados en la Figura 56E. El heterodímero Gβγ posiblemente llevaría a la activación de P-Rex1 por 

alguno de los modelos hipotéticos mostrados; sugerimos que Gβγ interacciona en un primer paso con 

los dominios PDZ-PDZ de P-Rex1 presumiblemente accesibles, esta asociación rompería las 

interacciones intramoleculares inhibitorias de P-Rex1 para desdoblarlo y exponer al dominio catalítico 

DH. Una vez expuestos los dominios DH-PH, hipotéticamente el mismo dímero Gβγ de la interacción 

inicial con los PDZ-PDZ podría interaccionar simultáneamente con los dominios DH-PH con caras 

efectoras diferentes como se representa en el modelo 1. Otra posibilidad es que otro dímero Gβγ 

interaccione con los dominios DH-PH y de esta manera dos Gβγ dímeros podrían mantener en un 
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estado abierto a P-Rex1, como se representa en el modelo 2. Estos hallazgos han dado lugar a 

nuevos proyectos para demostrar la dinámica de activación de P-Rex1 por Gβγ y cuyo mecanismo 

puede extrapolarse a otros RhoGEFs. 

 

Figura 56. El heterodímero Gβγ interacciona con los dominios DH-PH y PDZ-PDZ de P-Rex1. A) Esquema de los 

dominios de P-Rex1 y las construcciones de fragmentos de P-Rex1 que se utilizaron para mapear la interacción con Gβγ. 

B) Interacción de Gβγ con los extremos amino (N-Ter) y carboxilo (C-Ter) de P-Rex1. Ensayos de pulldown de GST-P-

Rex1-N-Terminal, GST-P-Rex1-C-Terminal y detectamos 3XFlag-Gβγ asociada a las construcciones de P-Rex1. Los blots 
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son representativos de 3 experimentos independientes. C) Interacción de Gβγ con los dominios en tándem de DH-PH, 

DEP-DEP y PDZ-PDZ que conforman el extremo N-terminal de P-Rex1. Ensayo de pulldown de GST-P-Rex1-DH-PH, 

GST-P-Rex1-DEP-DEP, GST-P-Rex1-PDZ-PDZ y detectamos 3XFlag-Gβ1γ2 asociada a las construcciones de P-Rex1. Los 

blots son representativos de 3 experimentos independientes. D) Interacción de Gβγ con el tándem PDZ-PDZ y los dominios 

independientes PDZ1 y PDZ2 de P-Rex1. Ensayo de pulldown de GST-P-Rex1-PDZ-PDZ, GST-P-Rex1-PDZ1, GST-P-

Rex1-PDZ2 y detectamos 3XFlag-Gβ1γ2 asociada a las construcciones de P-Rex1. Los blots son representativos de 3 

experimentos independientes. E) Modelos que pueden explicar la activación de P-Rex1 por la interacción de Gβγ a través 

de los dominios PDZs y DH-PH. 

 

Figura 57. El heterodímero Gβγ interacciona con los dominios PDZ-PDZ de la quimera Q-Rhox. A) Gβγ interacciona 

con PDZ-PDZ de Q-Rhox, una quimera constituida por P-Rex1 al cual se cambiaron los dominios DH-PH por los de PDZ-

RhoGEF. Ensayo de pulldown de GST-Gβγ y se detectó a EGFP-Q-Rhox asociada. B) Gβγ interacciona con los dominios 

DH-PH de P-Rex1, pero no con los dominios DH-PH de PDZ-RhoGEF. C) Esquema hipotético que puede explicar la 

dinámica de interacción de Gβγ con los dominios de PDZ-PDZ de Q-Rhox para la exposición y activación del dominio 

catalítico que corresponde a PDZ-RhoGEF, como consecuencia tiene una salida catalítica a Rho. 
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La interacción de Gβγ con los dominios PDZ-PDZ parece relevante en la dinámica de activación 

de P-Rex1, por una estrategia adicional confirmamos que Gβγ puede interaccionar con la estructura 

de P-Rex1 de manera independiente a los dominios DH-PH de P-Rex1. Utilizamos una quimera 

esquematizada en la Figura 56A, fue construida en nuestro laboratorio y denominada Q-Rhox, esta 

conformada por esqueleto de P-Rex1, pero el tándem DH-PH corresponde al de PDZ-RhoGEF y, por 

lo tanto, activa a Rho. En el ensayo de pulldown de GST-Gβγ mostrado en la Figura 57A, encontramos 

que EGFP-Q-Rhox interaccionó con el dímero Gβγ, en la Figura 57B, demostramos que la Gβγ 

interacciona con GST-DH-PH de P-Rex1, pero no con GST-DH-PH de PDZ-RhoGEF, confirmando 

que la interacción Gβγ/Q-Rhox es independiente de los dominios DH-PH. Como perspectiva, se 

planea evaluar la hipotética activación de Q-Rhox inducida por Gβγ como se muestra en el modelo de 

la Figura 57C, la interacción con los dominios PDZ-PDZ de Q-Rhox, induciría una conformación 

abierta de la quimera para poder activar a Rho. 

Dinámica de activación de P-Rex1 por Gβγ: Evidencia del rompimiento de 

interacciones intramoleculares en P-Rex1 

 

Figura 58. Dominios PDZ-PDZ relevantes para la activación de P-Rex1 inducida por Gβγ. Se realizó pull down de 

RacGEFs utilizando perlas de GST-RacG15A (libre de nucleótido), se utilizaron contrucciones crecientes de P-Rex1 con o 

sin Gβγ, la primera construcción va del DH-PH, la segunda del DH-PH-DEP1-DEP2 y la última que se extiende DH-PH-

DEP1-DEP2-PDZ1-PDZ2. 
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Posteriormente, evaluamos la contribución de los dominios PDZs de P-Rex1 en la activación de 

la actividad del GEF por Gβγ. Para ello, evaluamos construcciones de P-Rex1 de expresión citosólica 

que incluyen el tándem DH-PH con la actividad catalítica y que se extienden hacia el carboxilo 

añadiendo los dominios DEP y la última que incluye a los dominios PDZ, como se muestra en la Figura 

58A. El resultado fue interesante, analizamos la activación de estas construciones de P-Rex1 con o sin 

Gβγ, y para nuestra sorpresa, la construcción más grande que incluye los dominios PDZs fue más 

activa que el resto, esperábamos que la más activa sería el tándem DH-PH sin dominios extra porque 

estarían totalmente expuestos para tener actividad catalítica mientras que las construcciones con 

dominios adicionales autoinhibirian la actividad catalítica. Estos resultados sugieren que los dominios 

PDZ-PDZ contribuyen a que el DH tenga actividad catalítica, podrían tener un papel fundamental en la 

localización en la membrana, por ejemplo, para que el DH pueda alcanzar actividad máxima por PIP3 y 

Gβγ, esta hipótesis se apoya en el contraste con las mismas regiones de P-Rex1, pero ancladas en la 

membrana. 

Hallazgos previos en el laboratorio demostraron que los dominios DEP-DEP y PDZ-PDZ pueden 

regular la actividad catalítica del GEF de manera negativa en ensayos de captura del GEF en un 

estado activo, en estos resultados observamos que las construcciones de DH-PH de P-Rex1 ancladas 

a la membrana (isoprenilación en la caja CAAX) son capturadas activas por RacG15A en ensayos de 

afinidad y activan a Rac; sin embargo, aquellas construcciones que se extienden del dominio DH hasta 

el DEP2 o bien, hasta el PDZ2, son menos activas. Además, algunas construcciones de P-Rex1 como 

el dominio DEP1 y la región denominada carboxilo terminal, inhiben la actividad catalítica del módulo 

DH-PH de P-Rex1 por interacción directa y se potencia cuando son fosforiladas 121. Estos datos 

sugieren que una o varias conformaciones de auto-inhibición por interacciones intramoleculares en P-

Rex1, las cuales, hipotéticamente el dímero Gβγ tendría que romper o reorganizar para exponer y 

activar el dominio catalítico de P-Rex1 para que pueda asociarse a Rac. 

Considerando la relevancia de las interacciones intramoleculares en la activación de P-Rex1, 

analizamos algunas de estas interacciones y si Gβγ regula alguna de ellas (Figura 59). Encontramos 

que los dominios en tándem de DEP-DEP y PDZ-PDZ, interaccionan fuertemente con el módulo 

catalítico DH-PH de P-Rex1 en ensayos de afinidad (Figura 59A), particularmente el dominio PDZ1 

interaccionó con el modulo catalítico (Figura 59B y C), esto sugiere que dentro de la dinámica de 

activación de P-Rex1, Gβγ interacciona inicialmente con los dominios PDZ-PDZ que se encontrarían 
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más expuestos en la superficie de P-Rex1, después la interacción permitiría que libere a los dominios 

DH-PH para que sean expuestos a posibles interacciones como al dímero Gβγ y al PIP3. 

 

Figura 59. Gβγ interacciona con los dominios PDZ-PDZ y DH-PH de P-Rex1 con caras distintas. A) Interacción del 

tándem DEP-DEP y el PDZ-PDZ con el módulo catalítico DH-PH de P-Rex1. Ensayo de pulldown de GST-DEP-DEP, GST-

P-Rex1-PDZ-PDZ, y detectamos el tándem 3XFlag-DH-PH asociado a las construcciones de P-Rex1. Los blots son 

representativos de 3 experimentos independientes. B) Interacción del PDZ1 con el tándem DH-PH. Mapeo de la interacción 
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del tándem DH-PH con los dominios separados GST-PDZ1 y GST-PDZ2 de P-Rex1, pulldown de GST-PDZs y detección 

de Flag-DH-PH asociado. C) Esquemas que representan las interacciones inhibitorias que ejercen los dominios DEP y 

PDZs. D) Evidencia de que Gβγ interacciona con caras efectoras diferentes con DH-PH y PDZs. Ensayo de interacción del 

tándem GST-PDZ-PDZ con Flag-DH-PH y la influencia de Gβγ. E) Interacción de tandems con P-Rex1 completo y efecto 

de Gβγ. F). Gβγ disminuye la interacción entre GST-PDZ1 y Flag-DH-PH. 

Cuando analizamos la interacción de los dominios PDZ-PDZ con DH-PH en presencia de Gβγ 

(Figura 59D), encontramos que no se compitieron las interacciones, por el contrario parecen 

enriquecerse, particularmente Gβγ, sugiriendo que este heterodímero interacciona con interfases 

distintas tanto con PDZ-PDZ como con DH-PH, lo cual apoya la existencia del modelo 1 que se 

muestra en la Figura 56E, aquí Gβγ interacciona por un lado con los dominios PDZ-PDZ y en otra cara 

interacciona con el tándem DH-PH.  

Después, pusimos a prueba la formación de interacciones homodiméricas de P-Rex1 y la 

conformación de posibles ―pools‖ de moléculas de P-Rex1 inhibidas, y su regulación por Gβγ. 

Obtuvimos un resultado interesante, analizamos la interacción de los tándems con P-Rex1 completo 

(Figura 59E), observamos que principalmente el tándem DH-PH se asoció con el P-Rex1 completo y 

esta interacción fue diminuida con Gβγ sugiriendo que la existencia de pools de P-Rex1 inter-

inhibidos por interacción, los cuales podrían ser disgregados por Gβγ para activar al los GEFs 

individualmente. Finalmente, evaluamos si la interacción inhibitoria del dominio PDZ1 con el tándem 

DH-PH podría abatirse con Gβγ (Figura 59F), en un ensayo de pulldown observamos que la expresión 

de Gβγ compitió la interacción de GST-PDZ1 con Flag-DH-PH, desplazando a este último y 

detectando la interacción fuerte de Gβγ con PDZ1. Este resultado apoya la idea que el dímero Gβγ 

rompe la interacción entre dominios para llevar a la apertura de P-Rex1 y en consecuencia la 

exposición del dominio catalíco para secuencialmente ser activado en su totalidad para reconocer y 

activar a Rac. Estos resultados nos ayudaron a comprender más el mecanismo de activación de P-

Rex1 por el heterodímero Gβγ y con ello decidimos evaluar la influencia que tienen las subunidades 

Gα constitutivamente activas en la interacción y activación de P-Rex1 por Gβγ. 

 Las subunidades GαqQL y Gα13QL inhiben la activación de P-Rex1 y AKT 10.3.6

inducida por Gβγ 

Como observamos, la sobreexpresión de Gβγ en las células induce la activación de P-Rex1, 

bajo estas condiciones nos propusimos evaluar si las mutantes Q→L de Gαq y Gα13 podrían inhibir la 
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señalización inducida por el heterodímero Gβγ sobre sus efectores como P-Rex1 y los que llevan a la 

señalización sobre la activación de AKT. Para evaluar esto, las células fueron transfectadas con Gβγ 

(vectores: pCEFL-3XFlag-Gβ1 y pCEFL-γ2) y con Gαq-QL o bien, Gα13QL (vectores HA-GαqQL o HA-

Gα13QL). Nuestros resultados mostraron que las subunidades GαqQL y Gα13QL disminuyeron 

significativamente la activación de P-Rex1 (Figura 60A), así como la activación de AKT (p-Ser473-

AKT1/2/3, Figura 60B) inducida por la sobreexpresión de Gβγ. Además, en nuestro ensayo de 

activación de P-Rex1 en el cual realizamos el pulldown del GEF activo utilizando perlas de Rac1 libre 

de nucleótido (GST-RacG15A unido a glutatión-safarosa), encontramos que en el filtro donde 

revelamos el 3XFlag-P-Rex1 activo capturado, se vino asociado el dímero Gβγ, pero esta interacción 

ya no fue detectada cuando estaban co-expresadas las subunidades Gα mutantes Q→L (Figura 60A, 

panel PD con anti-Gβ). Este resultado interesante, valido que la fracción activa de P-Rex1 es vía su 

interacción con Gβγ y que las subunidades Gα-QL podrían estar compitiendo para secuestrar a los 

dímeros Gβγ evitando que este active a su efector P-Rex1. 

 

Figura 60. Las subunidades GαqQL y Gα13QL inhiben la activación de P-Rex1 y AKT inducida por la sobreexpresión 

de Gβγ. A) Los mutantes de GαqQL y Gα13QL deficientes en la actividad de GTPasa, inhiben la activación de P-Rex1 

inducida por la sobreexpresión de Gβγ. La gráfica representa la media ± EE de la densitometría de la fracción de P-Rex1 

activado en 4 experimentos independientes; *p<0.05, ANOVA de una vía seguida de la prueba de Dunn. B) Las 
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subunidades GαqQL y Gα13QL inhiben la activación de AKT dependiente de Gβ1γ2. que evalúan la activación de AKT 

endógena detectada por western blot (fosfo-Ser473) en respuesta a la sobreexpresión Gβ1γ2 en ausencia o presencia de 

mutantes GαqQL o Gα13QL; La gráfica representa la media ± EE de las densitometrías de cinco experimentos 

independientes, *p<0.001 ANOVA de una vía seguida de la prueba de Tukey. C) Las subunidades GαqQL y Gα13QL 

compiten la interacción entre Gβγ y P-Rex1. Células HEK293T transfectadas con los plásmidos correspondientes, se 

realizó ensayo de pulldown; la asociación entre P-Rex1 y Gβγ se vio atenuada cuando se co-expresaron las subunidades 

mutantes GαqQL o Gα13QL, también se vio atenuada la interacción del complejo mTORC2. La expresión de proteínas 

transfectadas se demostró en lisados celulares totales (LT, paneles inferiores). La gráfica representa la media ± EE de los 

valores de densitometría de P-Rex1 asociado a Gβγ obtenido en tres experimentos independientes, *p<0.05. Panel A y C 

obtenidos con repeticiones de Irving García-Jiménez. 

En conjunto, los resultados anteriores sugieren dos posibilidades inmediatas por las cuales las 

mutantes Gα Q→L evaluadas pudiesen inhibir la señalización de Gβγ sobre la activación del RacGEF 

P-Rex1 y la cinasa AKT, una de ellas puede ser explicada por cascadas de señalización inducidas por 

las subunidades Gα constitutivamente activas que pudieran inhibir la activación de estos efectores rio 

abajo de Gβγ; y la otra posibilidad puede ser la interacción directa de estas Gα Q→L (como lo 

respalda la Figura 53B) y de esta manera secuestrando los heterodímeros Gβγ evitando su interacción 

funcional con los efectores. Para poner a prueba la posibilidad de la competencia en la interacción, 

evaluamos a continuación si las subunidades GαqQL y Gα13QL compiten y disminuyen la interacción 

de Gβγ con P-Rex1. 

 Las subunidades GαqQL y Gα13QL inhiben la interacción Gβγ con P-Rex1 y 10.3.7

la migración celular 

La inhibición de la señalización de Gβγ ejercida por la expresión de las subunidades GαqQL y 

Gα13QL, hipotéticamente podría ocurrir por dos mecanismos: el primero donde la señalización de las 

subunidades activas podría activar rio abajo mecanismos de regulación negativa sobre Gβγ. En un 

segundo mecanismo donde las subunidades Gα-QL interaccionan con Gβγ (como se demostró en la 

Figura 53B), regulando directamente a Gβγ para impedir la eficiencia en su señalización. Ambos 

mecanismos son consistentes con el hecho de que Gq y G13 priorizan la señal hacia la activación 

de Rho, mientras que Gβγ comúnmente se relaciona a la señal hacia Rac, dichas GTPasas son 

excluyentes de manera espacio temporal en el contexto de la migración celular. Estrategias como 

competir la interacción de Gβγ con su efector P-Rex1, es un mecanismo por el cual puede ser 

regulada la activación de P-Rex1/Rac y como consecuencia la inhibición de la migración celular en 

respuesta a estímulos que activen receptores acoplados preferencialmente a Gi. En células HEK293T 
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transfectadas nos propusimos a averiguar si la interacción de Gβ1γ2 con P-Rex1 podría ser alterada 

por la presencia de las subunidades GαqQL y Gα13QL (los plásmidos utilizados fueron GST-Gβ1γ2, 

3XFlag-P-Rex1, HA-GαqQL y HA-Gα13QL). 

Nosotros postulamos que las subunidades Gαq y Gα13 deficientes de la GTPasa, podrían 

modular negativamente la señalización de Gβγ evitando la interacción con P-Rex1, su efector 

quimiotáctico. Evaluamos esta posibilidad en HEK293T transfectadas con GST-Gβ1γ2, Flag-P-Rex1 y 

las versiones QL de estas subunidades Gα. En ensayos de pulldown de GST-Gβ1γ2 buscamos al P-

Rex1 unido a Gβ1γ2 mediante western blot. Como se muestra en la Figura 60C, el P-Rex1 que 

interacciona, disminuyó significativamente en las células que co-expresan las subunidades GαqQL o 

Gα13QL, estas mutantes que forman interacciones estables con Gβ1γ2 (Figura 60C). 

En trabajos previos del laboratorio se caracterizaron dos interacciones relevantes, la cinasa 

mTOR interacciona con P-Rex1 para llevar a la activación de Rac y migración celular 111, mientras que 

Gβγ también interacciona con mTOR para promover su actividad catalítica 110. Teniendo estos 

antecedentes, observamos que junto con P-Rex1 asociado a Gβγ, se detecto a mTOR y Rictor que 

conforman el complejo 2 de mTOR (mTORC2) involucrado en migración celular. Para estas proteínas 

también disminuyó su asociación en el pulldown cuando se expresaron las mutantes GαqQL y Gα13QL. 

Funcionalmente, el impedimento en la interacción de Gβγ con sus efectores como P-Rex1 y 

PI3K (además del complejo mTORC2), tendría como consecuencia la disminución en la migración 

celular inducida por GPCRs activados por ligando. Esta hipótesis la pusimos a prueba en un ensayo 

funcional de cierre de herida con células HeLa sembradas sobre gelatina 0.02% y transfectadas con 

las mutantes activas de GαqQL, Gα13QL o con vector pCEFL vacío. Las células HeLa migraron en 

respuesta a SDF-1 (100 ng/mL), sin embargo en las condiciones donde las células expresaron las 

subunidades GαqQL o bien, Gα13QL, la migración de las células inducida por SDF-1/CXCR4 se inhibió 

(Figura 61A), lo cual nos sugiere que el mecanismo de competencia que observamos previamente 

donde las Gα-QL interaccionan fuertemente con Gβγ, secuestran al heterodímero evitando que pueda 

interaccionar y activar a sus efectores como P-Rex1, un GEF que es necesario para la activación de 

Rac1 en la migración celular. 
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Figura 61. Las subunidades Gαq-QL y Gα13-QL inhiben la migración celular inducida por SDF-1/CXCL12, pero no 

inhiben la migración inducida por suero. A) Migración en cierre de herida de células HeLa estimuladas con SDF-1 (100 

ng/mL) cuando expresan las subunidades GαqQL o bien, Gα13QL. Los datos graficados representan la media ± EE del área 

cubierta por células que migraron de cuatro experimentos independientes; n.s. no significativo, *p<0.05, **p<0.01 ANOVA 

de una vía seguida de la prueba de Tukey. B) Migración en cierre de herida de células HeLa estimuladas con suero fetal 

bovino (SFB 10%) cuando expresan las subunidades GαqQL o bien, Gα13QL. Los datos graficados representan la media ± 

EE de tres experimentos independientes. ***p<0.001 ANOVA de una vía seguida de la prueba de Tukey. Resultado del 

panel A, obtenido con repeticiones de Víctor Manuel Color-Aparicio. 

En contraste a la inhibición la migración inducida por SDF-1 cuando las células expresan a las 

subunidades Gα QL, cuando las células fueron estimuladas con 10% de suero fetal bovino, las células 

HeLa migraron adecuadamente a pesar de la expresión de las subunidades GαqQL o Gα13QL (Figura 

61B). Además, la toxina pertussis (200 ng/mL) que utilizamos como inhibidor de la proteína Gi, 

tampoco logró abatir significativamente la migración inducida por SFB. Lo anterior sugiere que la 

migración inducida por SFB incluye mecanismos independientes a la activación y migración inducida 

por GPCRs acoplados a Gi, y en particular, la contribución del dímero Gβγ no es significativa cuando 

el estímulo es complejo como el suero, además las subunidades GαqQL y Gα13QL no mostraron 

efectos inhibitorios dependientes de sus efectores directos que pudieran evidenciarse en la migración 
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de las células por suero fetal (Figura 61B). Utilizando estos modelos celulares, determinamos 

mecanismos de regulación que incluyen elementos como SDF-1/CXCR4, las proteínas G y P-Rex1, 

dicho mecanismo consideramos que se extrapola a las células derivadas de la médula ósea y células 

tumorales para el crecimiento de los tumores y desarrollo de metástasis. 

 Dinámica de interacción de Gβγ con las subunidades GαqQL y Gα13QL 10.3.8

Teniendo en mente que subunidades mutantes de Gαq y Gα13 deficientes de la GTPasa (QL) 

pueden mantener interacción con Gβγ, nos preguntamos si algunos efectores o proteínas reguladoras 

de la actividad de GTPasa (RGS) para las subunidades Gαq y Gα13, que interaccionan con 

subunidades Gα activas (unidas GTP), pueden asociarse a pesar de la interacción estable con Gβγ, 

dando lugar a complejos tetraméricos de la proteína G con un efector o proteína reguladora, una 

posibilidad de heterotrímeros activos comúnmente hipotetizados como un estado transitorio, breve e 

inestable. Para evaluar lo anterior decidimos realizar un pulldown de Gβγ (GST-Gβγ) y detectar las 

subunidades Gα (HA-Gα) como en resultados previos, así como los efectores o proteínas reguladoras 

de la subunidad Gα correspondiente y que únicamente se reconocen a la subunidad Gα cuando está 

activa. 

Detección de un complejo tetramérico conformado por Gβγ-GαqQL-RGS2 

Primero evaluamos si en los pulldown de Gβγ con GαqQL asociada, podríamos encontrar el 

nucleótido GTP cargado en la subunidad GαqQL, mediante cromatografía en capa fina y 

autorradiografía (Figura 62A). Para responder a esto, las células transfectadas con mutantes se 

incubaron con fosforo-32 (32P), realizamos el pull down de His-Gβγ y buscamos los nucleótidos 

asociados por cromatografía y se revelo el 32P presente en GDP o GTP asociado a las subunidades 

Gα que interactúan con Gβγ; como control utilizamos pull downs con GαWT, o bien, sin His-Gβγ estos 

resultados se muestran a la derecha del panel A (PD:His). Como control de la distribución de 

nucleótidos en la cromatografía se realizó inmunoprecipitación de HA-GαqWT o HA-GαqQL, señaladas 

a la izquierda del panel A (IP:HA) y nuestro control de la interacción de las subunidades HA-GαqWT o 

HA-GαqQL con His-Gβγ se muestra en el panel inferior de la Figura 62A. Los lisados se eluyeron en 

cromatografía en capa fina para detectar las formas de nucleótidos que se unen a Gα.  
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Figura 62. Complejo tetramérico de Gβγ/GαqQL/RGS2. A) Nucleótidos asociados a Gαq WT y QL evaluados en ensayos 

de inmunoprecipitación (HA) y pulldown (His). Células fueron transfectadas y mantenidas con medio 32P En ensayos de 

pulldown His6-Gβγ se buscaron los nucleótidos asociados a la subunidad Gα que estaban interaccionando con el 

heterodímero. Además, en inmunoprecipitados de HA-Gαq WT o QL, también se buscaron los nucleótidos asociados por 

cromatografía. B) Gβγ interacciona con RGS2 a través de Gαq constitutivamente activa (QL) pero no con la forma silvestre 

(WT). Ensayo de pulldown de GST-Gβγ y la detección de las proteínas asociadas como las subunidades GαqWT y GαqQL, 

así como el RGS2. C) El dímero Gβγ interacciona con RGS4 a través de GαqQL. En ensayos de pulldown de GST-Gβγ se 

encontró la interacción con RGS4 cuando las células co-expresan a GαqQL. D) Modelo que representa la activación del 

heterotrímero de Gq donde posiblemente una fracción permanezca unida a Gβγ a pesar de la incorporación de GTP, esta 

subunidad Gαq activa puede interaccionar proteínas reguladoras como el RGS2 y RGS4, la interacción simultánea con 

efectores de Gαq (como PLCβ y p63-RhoGEF) es una perspectiva de estos resultados. Panel A obtenido con ayuda de 

José Vázquez-Prado. 

En estas condiciones experimentales solo nos fue posible detectar GDP asociado al pulldown 

de Gβγ con GαqWT y GαqQL. Mientras que, en nuestro control de inmunoprecipitación de HA, las 

subunidades HA-GαqQL tenían asociado tanto GDP como GTP, como se señala en los blots 

correspondientes de la Figura 62A; mientras que para la subunidad HA-GαqWT inmunoprecipitada 

únicamente se observó la señal correspondiente a GDP. Esta estrategia no nos evidenció un 

heterotrímero de Gq activo en términos de la unión a GTP, probablemente la señal es diluida 
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considerando que el pulldown de His-Gβγ de lisados celulares tendría asociadas las diferentes 

subunidades Gα expresadas en las células y no exclusivamente a GαqQL; además, existe la 

posibilidad que Gβγ podría promover la hidrólisis de GTP a GDP en aquellas subunidades Gα con las 

cuales mantenga interacciones. 

Por lo anterior, decidimos poner a prueba la interacción de un heterotrímero de GqWT o GqQL 

con proteínas reguladoras de la actividad de GTPasa de Gq (RGS2, Regulator Of G Protein Signaling 

2) con capacidad de reconocer subunidades Gαq unidas a GTP (Figura 62B). En un ensayo de 

pulldown de GST-Gβγ buscamos a la subunidad Gαq en su versión WT o bien, mutante QL, y como 

esperábamos según nuestros resultados previos, encontramos asociadas ambas versiones de la 

subunidad Gαq al dímero Gβγ, todas las condiciones experimentales tenían adicionalmente se 

transfectaron con HA-RGS2, la proteína reguladora de GαqGTP. Sorpresivamente encontramos al 

RGS2 asociado en el pulldown de GST-Gβγ, únicamente donde se encontraba co-expresada la 

subunidad GαqQL, el RGS2 fue capaz de reconocer a la subunidad GαqQL unida a Gβγ y formo un 

complejo lo suficientemente estable para detectarse por western blot, esto sugiere la formación de un 

heterotrímero presumiblemente activo ya que esto no ocurrió con el heterotrímero de Gαq WT. 

Encontramos un complejo tetramérico conformado por Gβγ-GαqQL-RGS2 (esquema de la 

Figura 62D), donde el heterodímero Gβγ interacciona con RGS2 a través de la subunidad Gαq 

constitutivamente activa, mientras que la subunidad GαqWT no promovió la asociación de Gβγ con 

RGS2, donde consideramos que bajo esta condición experimental las subunidades GαqWT se 

encontraban en estado inactivo unidas a GDP. Resultados similares fueron observados para el RGS4 

(Figura 62C), esta proteína reguladora para las subunidades Gαq y Gαi, no con la especificidad de 

RGS2 (que solo reconoce a Gαq), también se asoció al pulldown de GST-Gβγ, pero con menor 

eficiencia, únicamente cuando se co-expresaba la subunidad GαqQL generando el complejo 

tetramérico conformado por Gβγ-GαqQL-RGS4. 

En contraste con el modelo clásico en la literatura, aquí mostramos un heterotrímero activo de 

Gq que es reconocido por el RGS2 como se representa en la Figura 62D, nuestros datos sugieren que 

por lo menos existe una fracción de la proteína Gq heterotrimérica en forma activa que es favorecida 

experimentalmente utilizando la subunidad GαqQL con deficiencia de la GTPasa, una mutante 

oncogénica en melanoma uveal que resulta atractiva para profundizar en la contribución del 
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mantenimiento de la interacción con Gβγ y lo que significa en términos de la función protumoral de la 

mutante y la sensibilidad de inhibidores farmacológicos de Gq. En este estudió de la migración celular 

dependiente de GPCRs, este complejo estable de Gβγ-Gαq-RGS2 contribuye a explicar porque la 

activación de las proteínas Gq no señaliza de manera eficiente vía Gβγ; a pesar de que la subunidad 

Gαq está unida a GTP, conserva afinidad por el heterodímero Gβγ evitando que este pueda 

interaccionar adecuadamente con sus efectores quimiotácticos como P-Rex1. 

Detección de un complejo tetramérico Gβγ-Gα13-i2QL-RGS4, relevancia del 

amino terminal de Gα13 para mantener interacción estable con Gβγ 

 

Figura 63. Complejo tetramérico de Gβγ-Gα13-i2QL-RGS4. A) Células MCF7 fueron transfectadas con HA-RGS4, GST-

Gβγ y algunas de las subunidades Gα quiméricas utilizadas en la Figura 54. Se realizó el pulldown de GST-Gβγ y se 

detecto el RGS4 asociado en la condición donde se expresó la quimera Gα13-i2QL, pero no se asocio donde se co-expreso 

con las subunidades Gαi2-13QL o Gαi2QL. B) Modelo que representa el hallazgo de la formación de un complejo Gβγ-Gα13-

i2QL-RGS4, en el cual confirma que el αN de G13 tiene propiedades que permiten mantener interacción con Gβγ, en este 

sentido Gαi2QL gana la propiedad de mantener la interacción con Gβγ a través de la hélice αN de Gα13. 

Con el hallazgo del complejo Gβγ-GαqQL-RGS2, nos interesó evaluar en este mismo sentido a 

las quimeras analizadas en la Figura 54B, donde encontramos que el dominio parcial de GTPasa de 

GαiQL puede mantener interacción con Gβγ si se sustituye el extremo amino dominio de GTPasa por 

el Gα13 (αN). Hipotetizamos que el RGS4, una proteína reguladora de la subunidad Gαq y Gαi, es 

capaz de reconocer a la quimera Gα13-i2QL porque tiene casi completo el dominio de GTPasa de la 

subunidad Gαi donde el RGS4 se sabe que interacciona. Similar al experimento con GαqQL/RGS2, 

realizamos el pulldown de GST-Gβγ y por western blot encontramos asociado a HA-RGS4 únicamente 
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donde se encontraba co-expresada la químera Gα13-i2QL, pero no donde se co-expreso la quimera 

Gαi2-13QL o bien, Gαi2QL la cual se espera que interaccione fuertemente con RGS4 pero según 

nuestros resultados previos (Figura 53B) no es capaz de interaccionar con GST-Gβγ, lo cual explica 

que no se observa RGS4, mientras que la interacción con Gβγ es una ganancia de función para la 

quimera Gα13-i2QL que puede traer asociado a RGS4. Sugiere que el cambio de la región que 

continene el sitio 1 de interacción de Gα13 le provee la interacción con Gβγ al dominio de GTPasa de 

Gαi2QL unido a RGS4, esto genero un complejo tetramérico Gβγ-Gα13-i2QL-RGS4 (Figura 63B), el 

cual no podría existir de no ser por la región de Gα13 que contiene el αN donde se localiza uno de los 

dos sitios de interacción con Gβγ. 

Modelo de la disociación de G13 (separación de Gα13 y Gβγ) dependiente de 

efectores de Gα13 

Para el caso de Gα13QL (Figura 64), también hipotetizamos una fracción de Gα13QL unida a 

GTP interacciona con Gβγ para formar una proteína G heterotrimérica activa por lo menos 

transitoriamente. Evaluamos si la mutante Gα13QL asociada a pulldown de His-Gβγ tiene el nucleótido 

GDP o GTP. El análisis de marcaje radiactivo nos mostró que donde se expresaba Gα13WT o QL en 

los pulldowns, se detectó a GDP, mientras que inmunoprecipitando directamente a las subunidades 

HA-Gα13 se detecto GDP para la versión WT y para la QL se detecto además GTP (Figura 64A). Este 

resultado no apoya una conformación heterotrimérica de G13-GTP, pero como en el caso de Gq, 

asumimos que se podría enmascarar por el resto de las subunidades unidas a GDP que se vienen 

asociadas en el pulldown de Gβγ; además, como parte de las perspectivas de estos experimentos, 

hipotetizamos que la interacción de Gβγ con las subunidades Gα13QL o bien, GαqQL podría favorecer 

la actividad de la GTPasa en para la hidrólisis de GTP en GDP. 

Como es claro que la subunidad Gα13QL forma el complejo con Gβγ, decidimos evaluar si en la 

formación de este heterotrimero podríamos encontrar asociado a un efecto de G13, como una 

evidencia de la funcionalidad de un heterotrimero activo de G13. Para evaluar esto, realizamos 

ensayos de pulldown donde bajamos a GST-Gβγ y buscamos la asociación de los dominios RGS de 

los efectores RhoGEFs (PDZ-RhoGEF, LARG y p115-RhoGEF) de Gα13, ya sea con la co-expresión 

de Gα13 WT o la versión QL. Sin embargo, no se forma un complejo con el efector de G13, no 

encontramos interacción con ningún dominio RGS de los RhoGEFs LARG, PDZ-RhoGEF o p115-
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RhoGEF, por el contrario, estos dominios parecen competir por la unión con Gα13, sugiriendo el 

desplazamiento del heterodímero Gβγ (Figura 64B). 

 

Figura 64. Evidencia de la disociación de Gα13 de Gβγ dependiente de efectores de Gα13. A) Nucleótidos asociados a 

Gα13 WT y QL evaluados en ensayos de inmunoprecipitación (HA) y pulldown (His). Células fueron transfectadas y 

mantenidas con medio 32P. En ensayos de pulldown His6-Gβγ se buscaron los nucleótidos asociados a las subunidades 

Gα que estaban interaccionando con el heterodímero. Además, en inmunoprecipitados de HA-Gαq WT o QL, también se 

buscaron los nucleótidos asociados por cromatografía. B) El heterotrímero conformado por Gβγ-Gα13 no forma complejo 

con los dominios RGS de RhoGEFs efectores. El heterotrímero de G13-QL no se asocia a dominios RGS de PDZ-

RhoGEF, LARG o bien, p115. C) Dominios RGS modifican de manera dependiente de la concentración, la interacción de 

Gα13QL con Gβγ. D) Modelo en cual se representa la activación del heterotrímero de G13 en el cual es posible que una 

fracción permanezca unida a Gβγ a pesar de la incorporación de GTP, esta subunidad Gα13 activa puede interaccionar con 

efectores como los RGS-RhoGEFs. Panel A obtenido con ayuda de José Vázquez-Prado. 

 

Analizamos la dinámica de la interacción de Gα13QL con Gβγ cuando co-expresamos 

concentraciones crecientes del dominio RGS de PDZ-RhoGEF (Figura 64C), encontramos la cantidad 

menor de RGS compite la interacción liberando a Gα13QL de Gβγ, sin embargo, el incremento en la 

cantidad de RGS incrementa la interacción con Gβγ lo cual nos sugiere que se esta llevando acabo la 

hidrólisis de GTP a GDP y conformando más heterotrímeros G13-GDP. Con los resultados anteriores, 

proponemos el modelo mostrado en la Figura 64D, donde señalamos que a pesar de activarse G13 
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mantiene la interacción Gβγ con Gα13 a través del amino, en un paso transitorio la subunidad Gα13-

GTP interacciona con su efector (RGS-RhoGEF) desplazando al heterodímero Gβγ, esto en 

consecuencia puede retrasar la dinámica de liberación de Gβγ, evitando que el heterodímero pueda 

señalizar de manera efectiva sobre sus efectores como P-Rex1. 

 

 Validación de la activación quimiogenética de proteínas Gi y Gq por 10.3.9

receptores diseñados para activarse exclusivamente por fármacos 

diseñados (Gi- y Gq-DREADDs) 

Nuestros resultados apoyan la hipótesis de que la migración celular inducida por los receptores 

quimiotácticos es principalmente vía la proteína Gi, y esto se explica porque el heterodímero Gβγ es 

liberado adecuadamente una vez que se activa la proteína Gi, permitiendo su señalización sobre 

efectores quimiotácticos como P-Rex1. Siguiendo nuestra hipótesis de que el heterodímero Gβγ que 

proviene de una proteína Gi, es más eficiente para activar a P-Rex1, pero no así por otras proteínas 

como Gq y G13, en las cuales, consideramos que en la dinámica de su activación, estas subunidades 

Gα mantienen interacciones temporales con el heterodímero Gβγ en un estado putativamente activo 

(Gα-GTP). Este mecanismo reduciría el tiempo de Gβγ libre para estar disponible y activar a sus 

efectores adecuadamente. Para fortalecer esta idea, consideramos utilizar una estrategia 

quimiogenética que nos permitirá controlar el sistema para esclarecer la activación de P-Rex1 por Gβγ 

proveniente de heterotrímeros como Gi y Gq. 

Para probar que las proteínas Gi activan mejor a P-Rex1, transfectamos a células COS7 con los 

receptores activados solamente por ligandos sintéticos (RASSL, Receptor activated solely by synthetic 

ligands) o también conocidos como DREADD (Designer Receptor Exclusively Activated by Designer 

Drug), los cuales fueron diseñados para que tengan un acoplamiento exclusivo a ciertas proteínas G y 

que, además, sólo pueden ser activados de manera específica por un ligando sintético como es 

clozapina-N-óxido (CNO, clozapine-N-oxide) 70,136,137, evitando la activación de receptores endógenos 

presentes en las células blanco y disecando únicamente la señalización deseada, ya sea de proteínas 

Gi o Gq (Figura 65A). 

Primero evaluamos que el ligando sintético no tuviera efectos per se sobre las células, por ello 

utilizamos concentraciones crecientes del ligando CNO para averiguar la concentración ideal donde se 
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observara el máximo de activación del Gi-DREADD y sin tener efecto sobre las células transfectadas 

solo con el vector vacío (sin expresar el DREADD). Utilizamos concentraciones de 10 nM, 100 nM, 1 

μM y 10 µM del fármaco CNO, y como señal del efecto del estímulo buscamos la activación de AKT y 

ERK por western blot (Figura 65B y C). En esta curva de concentración-respuesta encontramos que la 

concentración de 1 μM necesaria para alcanzar el máximo efecto sobre la activación de las cinasas 

AKT y ERK en las células transfectadas con Gi-DREADD, pero además el efecto del fármaco sobre las 

células transfectadas fue insignificante a todas las concentraciones de CNO evaluadas, como se 

observa en las curvas de activación con y sin DREADD. Seleccionamos la concentración de 1 μM 

donde se activa de manera específica el Gi-DREADD con el máximo efecto y realizamos cursos 

temporales para la activación de AKT (Figura 65D) y ERK (Figura 65E) estimulando durante 1, 5, 15, 

30 y 60 minutos con CNO. Los picos de activación para AKT y ERK se observaron a los 5 minutos, la 

señalización del Gi-DREADD fue intensa sobre la activación de ambas cinasas. 

El sistema quimiogenético de los DREADD fue utilizado por primera ocasión en el laboratorio, 

por ello, decidimos poner a prueba la especificidad de acoplamiento por parte de los DREADD, 

experimentos control que nos dieran certeza de que la activación de P-Rex1 que evaluaríamos 

efectivamente era a través de las proteínas G activadas por el correspondiente DREADD. Se pusieron 

a prueba las vías de señalización activadas por los receptores Gi-DREADD y Gq-DREADD, donde 

esperábamos observar el efecto de inhibidores de Gi y Gq para validar la especificidad de la 

señalización de los DREADD correspondientes. En la Figura 65 se muestran los resultados, donde la 

activación del Gi-DREADD con el ligando CNO, mostró un efecto claro en la activación de ERK 

y AKT, pero cuando las células fueron incubadas con toxina pertussis (PTX), se inhibió la 

señalización del Gi-DREADD sobre la activación de las cinasas, efecto que no tuvo el inhibidor 

para Gq. En contraste, el receptor Gq-DREADD llevó a la activación de AKT y ERK, no fue 

sensible al tratamiento con toxina pertussis, pero el inhibidor FR900359 abatió completamente 

el efecto (Figura 65G) en ambos paneles incluimos el control de células estimuladas con CNO sin 

expresar los DREADD. El efecto de ambos inhibidores consiste en evitar la activación de las proteínas 

G correspondientes, manteniendo la conformación Gα-GDP-Gβγ 138. 
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Figura 65. Activación de P-Rex1 por el receptor Gi-DREADD, pero no por Gq-DREADD. A) Modelo hipotético de la 

señalización de los DREADDs. B) Control de la especificidad en la señalización de los DREADD en una curva de 

concentración-respuesta evaluada por la activación de las cinasas AKT y C) ERK (p-Ser473-AKT1/2/3 y p42/44 MAPK, 

respectivamente). D) Curso temporal de la activación de AKT y E) ERK en células transfectadas con Gi-DREADD y 

estimuladas con CNO 1 µM. Los datos representan la media ± EE de 4 experimentos independientes, *p<0.001, ANOVA 

de una vía seguida de la prueba de Dunnett (todos versus Basal), el mismo análisis se aplicó para AKT y ERK. F) 

Señalización los receptores activados por ligando sintético con especificidad para proteínas Gi o bien, G) proteínas Gq, 

evaluamos la activación de las cinasas AKT y ERK. Las células transfectadas con Gi-DREADD o Gq-DREADD, fueron pre-

incubadas con inhibidores para Gi (toxina pertussis 100 ng/mL, toda la noche) o para Gq (inhibidor FR900359 500 nM, 30 

min antes de estimular). 
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 Evidencia quimiogenética (DREADDs) de la activación de P-Rex1 y 10.3.10

migración celular por Gi, pero no por Gq 

Evidencia de la señalización eficiente de Gi→Gβγ/P-Rex1 

Evaluamos la migración celular cuando se activa específicamente la proteína Gi o Gq. 

Consistente con nuestra hipótesis, las células transfectadas con Gi-DREADD y estimuladas con 

CNO migraron en ensayos de cierre de herida, esta estrategia quimiogenética funcionó para inducir 

la migración celular y además reforzó la idea que los GPCRs acoplados a proteínas Gi promueven la 

migración celular (Figura 66A). En contraste, las células transfectadas con Gq-DREADD no 

migraron en respuesta al ligando sintético CNO, la señalización de este receptor con acoplamiento 

exclusivo a Gq no promovió la migración celular. Como condiciones control, el fármaco sintético CNO 

no tuvo efecto sobre las células transfectadas con vector vacío en los ensayos de migración celular en 

cierre de herida. 

Según nuestros resultados previos, el Gi-DREADD debe tener la capacidad de activar a P-

Rex1, el efector quimiotáctico activado por el dímero Gβγ que sería liberado del heterotrímero Gi. 

Probamos realizando un curso temporal de estimulación con el ligando sintético CNO, la capacidad de 

activar a P-Rex1 estimulando al receptor Gi-DREADD. Encontramos que P-Rex1 fue activado de 

manera dependiente del tiempo de estimulación vía la activación de proteínas Gi endógenas por el 

receptor sintético Gi-DREADD (Figura 66B), alcanzando el máximo de activación entre 15 y 30 

minutos. Además, en el western blot se encontró asociada en el pulldown de RacGEFs activos, a Gβγ 

endógena particularmente entre 15 y 30 min, consideramos que P-Rex1 activo detectado traía 

asociado a su activador el dímero Gβγ que fue liberado de la proteína Gi activa. 

Como en la Figura 66B observamos el pico de activación de P-Rex1 a los 15-30 min, decidimos 

comparar la activación de P-Rex1 a través de proteína Gi versus proteína Gq (Figura 66C). Cuando 

realizamos el ensayo de captura de RacGEFs activos y revelamos por western blot, encontramos que 

P-Rex1 se activó por CNO/Gi-DREADD, pero no por CNO/Gq-DREADD. Además, si comparamos 

la activación de AKT (pSer473 AKT1/2/3), también encontramos que Gi-DREADD activo a esta cinasa 

de manera eficiente, consistente con la idea de que Gβγ liberada de Gi, podría activar a PI3K y esta a 

su vez llevar a la activación de AKT (Figura 66D). Adicionalmente analizamos la activación de ERK, y 

la activación de esta cinasa fue similar vía Gi o Gq (Figura 66D), esto nos sirvió como control de 
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intensidad de estimulación de los receptores DREADD, que a pesar de activar con la misma intensidad 

a ERK, sólo Gi activó a P-Rex1. 

 

Figura 66. La migración celular y la activación de P-Rex1 son eficientes a través de GPCRs acoplados a Gi, pero no 

por Gq. A) Comparación de la migración inducida por la activación de Gi-DREADD y Gq-DREADD. Ensayo de cierre de 

herida con células HeLa que fueron transfectadas con Gi-DREADD, Gq-DREADD o vector vacío y estimuladas con el 

ligando sintético CNO. Los datos representan la media ± EE de 3 experimentos, n.s. no significativo, *p<0.001, ANOVA de 

dos vías seguida de la prueba de Tukey. B) Curso temporal de la activación de P-Rex1 en células COS7 fueron 

transfectadas con Gi-DREADD y 3XFlag-P-Rex1 y estimuladas con CNO 1 μM durante el tiempo indicado. Se realizó la 

captura de P-Rex1 utilizando la recombinante GST-RacG15A (libre de nucleótido). Los datos representan la media ± EE de 

4 experimentos, *p<0.05, ANOVA de una vía seguida de la prueba de Dunnett (todos versus basal). C) Comparación de la 

activación de P-Rex1 entre Gi-DREADD y Gq-DREADD. Células COS7 fueron transfectadas con Gi-DREADD o Gq-
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DREADD junto con P-Rex1 y estimuladas con CNO durante 15 minutos para capturar los RhoGEFs activos con RacG15A. 

Los datos representan la media ± EE de 5 experimentos, n.s. no significativo, *p<0.05 **p<0.01, prueba T o bien, Mann-

Whitney según corresponda la distribución de los datos. D) Comparación de la activación de AKT y ERK entre células con 

Gi-DREADD o con Gq-DREADD. Los datos representan la media ± EE de 5 experimentos, n.s. no significativo, **p<0.01, 

***p<0.001, ANOVA de una vía seguida de la prueba de Tukey para el análisis de AKT y ERK. Panel C y D, obtenidos con 

repeticiones de Irving García-Jiménez. 

 Los receptores para LPA acoplados a Gq/Gi incrementan la señalización 10.3.11

a P-Rex1 cuando Gαq es inhibida 

Los resultados obtenidos quimiogenéticamente, demostraron la activación de P-Rex1 por Gi, 

pero no por Gq utilizando receptores con acoplamiento específico, esta situación nos llevó a analizar la 

señalización diferencial de receptores acoplados a múltiples familias de proteínas G. Como se mostró 

en el diagrama de Venn en la introducción (Figura 7, http://gpcrdb.org), algunos GPCRs pueden tener 

acoplamiento a múltiples familias de proteínas G como los receptores para LPA (LPARs) 139, usando 

esta propiedad de los GPCRs para LPA como modelo endógeno de señalización múltiple, analizamos 

la capacidad de llevar a la activación de P-Rex1 donde hipotetizamos que esta activación del GEF 

sería dependiente de proteínas Gi y no por otros heterotrímeros como Gq. Al principio consideramos 

analizar el acoplamiento múltiple con SDF-1/CXCR4, pero con frecuencia encontramos un 

acoplamiento preferencial sobre Gi en diferentes modelos celulares y, contrastando en la Figura 67B, 

SDF-1 activó a P-Rex1 eficientemente mientras LPA activó ligeramente al GEF, pero la activación de 

ERK fue intensa, sugiriendo otro acoplamiento que incluso pudiera estar modulando negativamente la 

activación del GEF, pero señalizando eficientemente hacia ERK. 

Hipotéticamente, en la Figura 67A, los receptores a LPA podrían activar heterotrímeros como Gi 

para activar a P-Rex1 que ocurriría por una liberación del dímero Gβγ que llevaría a la activación del 

RacGEF, pero también podría activar a Gq para llevar a la activación de ERK, de tal suerte que de 

manera intrínseca hay una competencia de las proteínas G activables por los GPCRs para LPA y, con 

base en los resultados previos, las subunidades Gαq modulan negativamente a Gβγ impidiendo su 

señalización sobre sus efectores como P-Rex1 y posiblemente también a los dímeros Gβγ 

provenientes de Gi. En la Figura 67B mostramos que la activación de ERK inducida por LPA se 

previene si las células son preincubadas con el inhibidor de Gq (FR, panel superior) o bien, con el 

inhibidor de PKC (panel inferior), en ambas situaciones observamos la inhibición de la activación de 

ERK inducida por LPA durante 5 y 15 minutos, con mejor eficiencia la inhibición de Gq. Por lo tanto, se 
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demostró que la activación de ERK por LPA/LPAR es a través de la via Gq/PKC y se confirmó 

cuando observamos que la activación de ERK no fue sensible al tratamiento con toxina pertussis 

(Figura 67C panel inferior), confirmando que la activación de ERK inducida por LPA en este modelo 

celular no es vía proteínas Gi. Sin embargo, al evaluar la activación de P-Rex1 inducida por LPA, 

observamos que la activación de este Rac-GEF dependiente de Gβγ se previene con el tratamiento de 

toxina pertussis, es decir que P-Rex1 fue activado por Gβγ liberada de Gi, este heterotrímero sería la 

responsable de llevar a la activación de P-Rex1 inducida por LPA (Figura 67B panel superior); de 

estos resultados concluimos que la vía de LPA/LPAR activa a P-Rex1 a través de Gi→Gβγ, 

mientras que la activación de ERK es vía Gq/PKC. 

 

Figura 67. Los receptores a LPA con acoplamiento múltiple llevan a la activación de ERK via Gq, mientras que la 

activación de P-Rex1 es vía Gi. A) Modelo que representa la activación de Gq y de Gi por el receptor a LPA, 

hipotetizamos que ERK sería activado principalmente via Gq/PKC, mientras que la activación de P-Rex1 sería dependiente 
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de Gβγ proveniente del heterotrímero de Gi, esto podría ser evidenciado al inhibir a Gq a PKC y a Gi. B) La activación de 

ERK inducida por LPA se previene al inhibir Gq y PKC. Células MCF7 fueron ayunadas durante 24 horas e incubadas por 2 

horas con el inhibidor de Gq (FR900359), o bien con el de PKC (Sotrastaurin), y estimuladas con LPA 5 µM durante 5 o 15 

minutos. C) La activación de P-Rex1 es sensible a la inhición de Gi, pero la activación de ERK no se alteró. Células MCF7 

fueron ayunadas durante 24 horas e incubadas toda la noche con toxina pertussis (100 ng/mL) y estimuladas con LPA 5 

µM durante 5 o 15 minutos. 

Con la evidencia del acoplamiento múltiple de los receptores LPA en nuestro sistema, 

decidimos poner a prueba nuestra idea de que P-Rex1 dependiente de Gβγ libera de Gi, es regulado 

negativamente por otros heterotrímeros como Gq, de esta manera, un receptor capaz de activar a 

ambas proteínas G, al inhibir a Gq potenciaríamos la activación de P-Rex1 inducida por Gi, es decir, 

mimetizaríamos la señal de un receptor acoplado principalmente o exclusivamente a Gi, como 

observamos para el receptor CXCR4 con una activación eficiente de P-Rex1. En la Figura 68A 

mostramos los resultados de la activación de P-Rex1 inducida por LPA, cuando las células son 

tratadas previamente con el inhibidor farmacológico de Gq (FR900359), observamos resultados muy 

claros donde las células tratadas con el inhibidor de Gq FR900359, no muestran activación de 

ERK inducida por LPA, mientras que la activación de P-Rex1 es potenciada significativamente. 

Después decidimos probar condiciones experimentales similares, pero promoviendo la 

inhibición de Gq por otro mecanismo, mediante la transfección transioria de RGS2 (Figura 68B), esta 

proteína reguladora inhibirá a las subunidades Gαq-GTP promoviendo la hidrólisis a GDP y la 

formación de heterotrímeros inactivos de Gq. Previo al ensayo de captura de P-Rex1, las células 

transfectadas con RGS2 fueron seleccionadas con G418 para obtener el resultado más limpio posible 

en términos de la eficiencia de las células transfectadas. Las células ayunadas fueron estimuladas con 

LPA durante 5 y 15 minutos; los lisados celulares fueron sometidos a pulldown con Rac-G15A para 

atrapar a los GEFs activos. Encontramos mayor cantidad de P-Rex1 activo en las células con la 

sobreexpresión de RGS2, incluso la activación inducida por LPA fue modesta como consecuencia de 

umbrales máximos de activación del GEF. Finalmente, en la Figura 68C evaluamos si este incremento 

de la activación de P-Rex1 inducido por RGS + LPA era sensible a la inhibición de Gi por toxina 

pertussis. Nuevamente transfectamos células con RGS2 y fueron seleccionadas con G418, ayunadas 

24 horas y tratadas con PTX durante 12 horas antes de estimular y lisar. Encontramos que la 

activación de P-Rex1 inducida por LPA en células que sobreexpresaban RGS2, se vio abatida al 

inhibir los heterotrímeros de Gi por toxina pertussis, fortaleciendo la afirmación de que P-Rex1 es 
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activado por Gβγ proveniente de Gi y que otras subunidades como Gαq puede regular negativamente 

la señal de Gβγ sobre su efector quimiotáctico P-Rex1. 

 

Figura 68. Los receptores para LPA acoplados a Gq/Gi incrementan la activación de P-Rex1 cuando se inhibe a Gαq 

farmacológicamente o por RGS2. A) P-Rex1 es activado de manera eficiente, cuando las células son tratadas con 

inhibidor de Gq. Las células MCF7 fueron ayunadas durante 24 horas e incubadas con el inhibidor Gq (FR900359 250 nM) 

durante 2 horas antes de estimular con LPA (5 µM). Los datos representan la media ± EE de 3 experimentos 

independientes, **p<0.01, ***p<0.001, n.s. no significativo; ANOVA de dos vías seguida de la prueba de Tukey. B) La 

sobreexpresión de RGS2, un regulador negativo de Gαq, incrementa la activación de P-Rex1 inducida por LPA. Las células 

MCF7 fueron transfectadas con EGFP o con HA-RGS2 y seleccionadas durante 4 días con G418 (500 μg/mL), finalmente 

se ayunaron durante 24 horas y fueron estimuladas con LPA (5 μM) durante 5 y 15 min antes de lisar. Los datos 

representan la media ± EE de 3 experimentos independientes, **p<0.01, ANOVA de dos vías seguida de la prueba de 

Tukey. C) El incremento de la activación de P-Rex1 por LPA cuando RGS2 esta sobreexpresado, se previene con la 

inhibición Gi. Celulas MCF7 transfectadas con RGS2 y seleccionadas, fueron ayunadas y pretratadas con PTX (100 ng/mL) 

y posteriormente estimuladas con LPA (5 μM) para realizar captura de P-Rex1 activo. Los datos representan la media ± EE 

de 3 experimentos independientes, **p<0.01, ***p<0.001; ANOVA de dos vías seguida de la prueba de Tukey. Panel C 

obtenido con repeticiones de Irving García-Jiménez. 
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11. Discusión 

En este trabajo doctoral, utilizando ratones inmunocompetentes y un modelo singénico de 

células de cáncer de pulmón, demostramos la existencia de una clara comunicación entre células 

tumorales y células derivadas de la médula ósea Tie2+ a favor del crecimiento tumoral, sugiriendo un 

atractivo escenario terapéutico donde se pretende explorar los eventos moleculares que subyacen al 

proceso y contrarrestar dicha comunicación, particularmente con fines de evitar la migración celular 

pro-tumoral. En este sentido, nuestras evidencias se profundizaron a lo largo del trabajo para entender 

a nivel molecular los mecanismos que controlan la migración celular dependiente de receptores 

acoplados a proteínas Gi mediante la señalización de Gβγ, como una proteína clave en la polarización 

y migración celular inducida por GPCRs, vía la activación de efectores quimiotácticos, como el 

RacGEF P-Rex1 4. Postulamos que los RhoGEFs multidominio, tales como P-Rex1 y RGS RhoGEFs 

que activan a Rho GTPasas en las vías de señalización de receptores acoplados a proteínas G, 

juegan un papel fundamental en la migración de BMDCs. Por lo tanto, consideramos que los RhoGEFs 

sirven como nodos de integración que además contribuyen a la reciprocidad en la regulación entre 

BMDCs y células tumorales, coordinando las cascadas de transducción de señales que llevan a la 

activación de GTPasas y a la secreción de factores indispensables para mantener la comunicación 

entre poblaciones celulares del estroma tumoral y las mismas células tumorales. 

11.1 Los RhoGEFs como proteínas multidominio indispensables para 
la migración celular 

Considerando la importancia señalada para el sistema SDF-1/CXCR4 en el establecimiento y la 

movilización de células de la médula ósea, proponemos que el GEF P-Rex1 es un efector de este 

sistema en BMDCs que contribuye a la respuesta de estas células al ser atraídas hacia el estroma 

tumoral. Se sabe que P-Rex1 es un efector directo del heterodímero Gβγ de las proteínas G y que 

responde al segundo mensajero PIP3 106, a factores de crecimiento 135,140–142 y, de acuerdo con 

nuestros estudios, P-Rex1 es activado directamente por el complejo 2 de mTOR (mTORC2) para 

llevar a la activación de Rac1 y la migración celular 111. En este contexto, es interesante que la vía de 

SDF-1/CXCR4 dispare la activación de la PI3K y promueva la migración de células de la médula ósea; 

además de que, en células endoteliales, la esfingosina-1-fosfato estimula procesos angiogénicos y 

migración celular vía Gβγ y PI3Kγ. También se ha caracterizado que P-Rex1 puede interaccionar con 
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carboxilos de GPCRs, por ejemplo, el receptor de esfingosina (S1P1) a través de los dominios PDZ-

PDZ 55, sugiriendo que esta interacción puede contribuir a la localización polarizada del GEF y 

probablemente a su actividad, según nuestros datos apoyan la idea de que las interacciones en los 

dominios PDZ-PDZ promueven la activación del GEF. 

Las evidencias que indican la participación de receptores acoplados a proteínas G en la 

migración de BMDCs inducida por factores derivados de tumores, permiten postular el papel central 

que juegan las GTPasas de la familia de Rho, ejemplificadas por las acciones de RhoA, Rac1 y 

Cdc42, destacando también un papel emergente de RhoJ en cáncer 98, dadas sus funciones 

reconocidas como reguladoras de la dinámica del citoesqueleto durante la migración celular. Puesto 

que las GTPasas de la familia de Rho son switches moleculares encendidos por factores 

intercambiadores de nucleótidos de guanina (RhoGEFs), estas proteínas multidominio son reguladores 

obligados de los eventos dinámicos al nivel de citoesqueleto que ocurren durante una respuesta 

quimiotáctica. Ellos integran las cascadas de señalización generadas por receptores membranales que 

conducen a la activación de una o varias GTPasas para coordinar de forma localizada y 

temporalmente controlada, la polimerización de filamentos de actina y el ensamble de complejos 

contráctiles necesarios para que las células se muevan. 

En el laboratorio se demostró que P-Rex1, RGS-RhoGEFs, ARHGEF17, ITSN1 y algunos otros 

RhoGEFs se expresan en células endoteliales tumorales 99. Algunos de estos GEFs, como P-Rex1 y 

su más cercano homólogo P-Rex2, son directamente implicados en cáncer como consecuencia de la 

sobreexpresión o de mutaciones en células transformadas de mama 141, próstata 143 y melanoma 144. 

Un mecanismo alternativo está basado en la interacción entre P-Rex2 y la fosfatasa PTEN que es 

inhibida; como consecuencia se previene la destrucción del segundo mensajero PIP3, acumulándose y 

exacerbando las vías de señalización de proliferación y sobrevivencia hasta generar cáncer 108. En 

cuanto a los RGS-RhoGEFs: p115-RhoGEF, PDZ-RhoGEF y LARG, su potencial implicación en 

cáncer se deriva de que son controlados directamente por Gα13 y, en el caso de los dos últimos, 

también por Plexinas 145,146. La subunidad Gα13 ha demostrado una capacidad transformante que 

depende de las vías de Rho. En cuanto a su papel en el estroma tumoral y en la médula ósea como un 

elemento promotor del proceso canceroso, se ha demostrado que ratones reconstituidos con una 

médula ósea en la que Gα13 está deficiente, debido a recombinación homóloga de uno de sus alelos, 

se previene el desarrollo de tumores ya que la formación de la vasculatura tumoral disminuyó 147. En 
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este contexto, es interesante destacar que Gα13 activa vías de transducción que promueven la 

expresión de receptores para VEGF 148, en tanto que Gαq, otra GTPasa del grupo de proteínas G 

heterotriméricas, participa en la señalización de este factor de crecimiento 149. Cabe destacar que Gα13 

y sus efectores han sido implicados en angiogénesis embrionaria. Estos antecedentes son 

compatibles con la hipótesis de que los RhoGEFs efectores de las proteínas G heterotriméricas como 

Gq y G13, favorecen en la contribución de la médula ósea al desarrollo de tumores, participando en su 

respuesta a factores derivados de tumores y ensamblando complejos que incrementan las 

propiedades secretoras de estas células. Esta comunicación favorecería al estroma tumoral, una vez 

que las células derivadas de la médula ósea se hayan establecido en el ámbito del tumor y en los 

sitios de metástasis. Estas posibilidades no han sido directamente evaluadas y son motivo central de 

nuestros estudios. 

11.2 Efecto pro-tumoral y anti-tumoral de células de la médula ósea 

Los efectos de las células de la médula ósea en el crecimiento de tumores fueron interesantes 

ya que encontramos condiciones para promover o combatir el crecimiento tumoral. Una población de 

células de la médula ósea cultivadas en un medio favorable para células endoteliales mostró un efecto 

pro-tumoral, posiblemente por propiedades pro-angiogénicas. Bajo nuestras condiciones, observamos 

el enriquecimiento de poblaciones leucocitarias CD45+/CD11b+/Tie2+ que previamente han sido 

mencionadas como células pro-angiogénicas de tumores 5,117. En contraste, células frescas de la 

médula ósea, co-inoculadas con células tumorales, disminuyeron el crecimiento de los tumores, un 

hallazgo particularmente interesante. Esto sugiere que existen células con la capacidad de generar 

una respuesta inmunológica contra el tumor y que, por otro lado, una subpoblación de células de la 

médula ósea requiere entrenamiento a distancia, por parte del tumor, mediante sustancias que 

secretan las células tumorales que deben promover el cambio fenotípico para que éstas puedan 

trasladarse y favorecer el crecimiento de los tumores. Un concepto similar fue descrito en el caso de 

células progenitoras endoteliales que son educadas con exosomas tumorales que contienen el 

receptor MET para HGF. En ese caso, la fusión de los exosomas en la superficie de las EPC les 

proporciona la capacidad de responder a HGF, un potente factor quimiotáctico que promueve la 

migración hasta el tumor 150. 

Por su expresión en células protumorales derivadas de la médula ósea, diversos RhoGEFs 

resultaron interesantes. Particularmente validamos la expresión de varios de ellos, los cuales, en otros 
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sistemas celulares, se ha confirmado su regulación por GPCRs. Como se sabe que diferentes 

quimiocinas pueden atraer a células protumorales; sus receptores y proteínas de transducción, 

particularmente los RhoGEFs, resaltan como sujetos interesantes para estudiar y diseñar estrategias 

para su uso como blancos terapéuticos. Por lo anterior, la demostración de que algunos de ellos se 

expresan enriquecidos en células protumorales abre oportunidades para su caracterización en 

proyectos futuros. Dado el papel de Gi en la migración de las células protumorales, en este trabajo 

profundizamos en P-Rex1 del cual se obtuvieron resultados relevantes en el estudio de las bases 

moleculares que subyacen a los tumores. 

La migración celular dependiente de GPCRs ocurre principalmente por la activación de 

proteínas Gi, éstas promueven la señalización de Gβγ de manera adecuada. P-Rex1, activado por 

Gβγ, es regulado de diversas maneras. Aquí demostramos que únicamente el heterodímero liberado 

desde proteínas Gi es capaz de activar a P-Rex1 satisfactoriamente. Descubrimos que esto se debe a 

propiedades estructurales de las otras subunidades Gα relacionadas con su interacción con Gβγ. 

Nuestros datos son compatibles con un modelo en el que el heterodímero Gβγ es liberado totalmente 

(de Gi) para interaccionar y activar a sus efectores, como P-Rex1, llevando a la activación de Rac. En 

contraste, otras heterotrímeros como Gq y G13, pueden activarse en respuesta a la unión ligando 

receptor; sin embargo, la señalización de Gβγ en esos casos es tenue o nula como consecuencia de 

que se mantienen interacciones parciales con las subunidades Gαq y Gα13, impidiendo la exposición 

completa de la cara efectora de Gβγ que reconoce a P-Rex1. Así pues, sumado a los mecanismos ya 

descritos, nuestros hallazgos en la regulación de la interacción de Gβγ sobre P-Rex1, contribuyen a 

explicar porque los receptores de quimiocinas comúnmente tienen un efecto quimiotáctico dependiente 

de la activación de Gi. En concreto, nuestro modelo establece que las subunidades Gαq y Gα13 activas 

conservan afinidad por el heterodímero Gβγ evitando que pueda señalizar de manera adecuada sobre 

sus efectores quimiotácticos como P-Rex1, y probablemente PI3K. 

11.3 Mecanismos de regulación de P-Rex1 por receptores acoplados 
a Gi: contribución de Gβγ y de Gαi 

Los GPCRs acoplados a Gi pueden llevar a la activación de P-Rex1 de manera eficiente 

mediante el efecto de Gβγ, pero también podría contribuir Gαi. En un sistema quimiogenético, 

estimulando a GPCRs con acoplamiento específico y que responden a ligandos sintéticos (DREADD), 

encontramos que Gi activa a P-Rex1 mientras que Gq no activa. Como se muestra en la Figura 69, la 
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subunidad Gαi inhibe al adenilato ciclasa (tipo I, V y VI), evitando la producción de AMPc a partir de 

ATP. Como consecuencia de la disminución de este segundo mensajero, la PKA se mantiene inactiva 

sin poder fosforilar a P-Rex1 en la Ser436, lo que previene la formación de interacciones 

intramoleculares inhibitorias en P-Rex1 que previamente reportamos 121. Por lo tanto, el efecto de la 

subunidad Gαi sería contribuir al impacto positivo de la señalización sobre P-Rex1 controlada por Gβγ. 

 

Figura 69. Modelo que representa la activación de P-Rex1 dependiente de un receptor acoplado a Gi. Al activar la 

proteína Gi de manera polarizada, el dímero Gβγ es liberado e interacciona de manera directa con P-Rex1 para llevar a la 

activación del GEF. Por otro lado, la subunidad Gαi puede contribuir en la migración celular al mantener el estado activo de 

P-Rex1, con nuestros resultados y por un mecanismo de inhibición inducida por fosforilación (dependiente de PKA) que fue 

descrito previamente 121, podemos sugerir este mecanismo de activación de P-Rex1 mediado por proteínas Gi. 

Mientras que la fosforilación por la PKA en la Ser436 del dominio DEP1 de P-Rex1 puede 

favorecer las interacciones intramoleculares para adquirir una conformación auto-inhibida 121; por otra 

parte, la subunidad reguladora de la PKA (PRKAR1α / R1α) interacciona con los dominios PDZ de P-

Rex1, uno de los sitios en los cuales encontramos que el activador Gβγ interacciona. Estos hallazgos 

nos llevan a postular que probablemente la interacción de la subunidad R1α de la PKA, o bien Gβγ, 
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llevan al rompimiento de interacciones auto-inhibitorias dentro de la estructura de P-Rex1 que resultan 

en el desdoblamiento para exponer el dominio catalítico y activar a Rac; a la fecha, en nuestro 

laboratorio se está demostrando la activación de P-Rex1 inducida por la interacción directa de la 

subunidad R1α de manera dependiente de AMPc y del receptor EP2 acoplado a Gs (datos en 

proceso de publicación, Adame-García y cols., 2018). Además, una forma truncada de esta subunidad 

R1α denominada Acrodysostosis (involucrada en un desorden congénito, una displasia de hueso 151), 

también se encuentra en estudio, nuestros datos demuestran que la mutante Acro interacciona con 

P-Rex1 (en dominios PDZ-PDZ) varias veces más que la forma silvestre, activando a P-Rex1 de 

manera independiente de AMPc (datos en proceso de publicación, Adame-García y cols., 2018). 

Esta información fortalece nuestra hipótesis de la contribución de los dominios PDZ-PDZ en la 

activación de P-Rex1 y abre nuevas posibilidades como la máxima activación de P-Rex1 por R1α 

unida en los dominios PDZs y Gβγ en el dominio DH simultáneamente. 

11.4 La interacción del extremo amino de Gαq- y Gα13-QL con Gβγ: 
regulación negativa sobre los efectores quimiotácticos de Gβγ 

Los hallazgos de este trabajo son importantes en la transducción de señales, el mantenimiento 

de la interacción de las subunidades como GαqQL y Gα13QL abren el panorama a las características 

intrínsecas de cada subunidad Gα, el extremo amino (αN) que incluye una interfase de interacción es 

responsable de mantener unidas las subunidades mutantes QL, incluso para GαqQL, formar complejos 

con proteínas RGS que con fines experimentales se probó para evaluar la posibilidad de que la cara 

efectora de Gαq señalada en la Figura 70 como el sitio 1, estaría expuesta para interaccionar con sus 

efectores mientras mantiene unida a Gβγ en el sitio 2, inhibiendo su señalización. Esto sugiere que las 

regiones αN de Gαq y Gα13 podrían funcionar como inhibidores de la señalización Gβγ sobre P-Rex1, 

AKT y la migración celular inducida por receptores acoplados a Gi; pero es necesario profundizar si la 

inhibición se debe al impedimento estérico para que accedan sus efectores, o bien, porque estas 

regiones αN cubren directamente una cara efectora de Gβγ. Vale la pena profundizar en estos 

aspectos moleculares como se observó previamente con la proteína similar a fosducina, fragmentos 

de fosducina inhiben diferencialmente la señalización Gβγ sobre AKT y ERK, incluso la migración 

celular, al cubrir diferentes caras efectoras de Gβγ 152. 

En términos de la sensibilidad de P-Rex1 a las diferentes subunidades de Gβγ, nuestros 

hallazgos se limitaron a analizar el dímero Gβ1γ2, uno de los activadores eficientes de P-Rex1. Las 
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combinaciones de las subunidades Gβ y Gγ, han mostrado efectividad diferencial para llevar a la 

activación P-Rex1 153, por ejemplo, los dímeros Gβ1γ2, Gβ2γ2, Gβ3γ2, activan o interaccionan muy bien 

con P-Rex1. Tambien la subunidad Gγ influye en la efectividad del dímero sobre P-Rex1: Gβ1γ3, 

Gβ1γ7, Gβ1γ12 activan; mientras que los dímeros Gβ1γ13HA, Gβ1γ3, Gβ1γ10 y Gβ1γ1, no interaccionan ni 

activan a P-Rex1; tampoco los dímeros como Gβ4γ2 y Gβ5γ2. En este contexto de la diversidad de 

dímeros Gβγ, será interesante averiguar su homología en las interfases de interacción y su regulación 

por las subunidades Gαq y Gα13, hipotéticamente podríamos encontrar diferencias en su capacidad de 

interacción con las subunidades GαQL y en correlación con su efecto diferencial sobre P-Rex1. 

 

Figura 70. Estructura de Gi, sitios de interacción entre Gβγ y Gαi. A) Estructura de Gi, tiene dos interfases de 

interacción entre Gαi y Gβγ, nuestros resultados sugieren que las mutantes GαqQL y Gα13QL mantienen interacción con 

Gβγ a través del sitio 2 señalado en la estructura izquierda (αN). B) Con base en las posibles interacciones de los extremos 

amino (αN) de Gα13QL y GαqQL con el dímero Gβγ, y los resultados obtenidos en la dinámica de las interacciones con 

proteínas reguladoras de las subunidades Gα, se postula la señalización eficiente de Gβγ si se libera de Gαi. Por su parte, 

Gq y G13 mantienen interacción con Gβγ e inhibiendo su señalización, incluso Gαq podría interaccionar simultáneamente 

con sus efectores; mientras que Gα13 parece requerir a sus efectores para liberar a Gβγ. 
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De acuerdo con nuestros resultados, es posible que los aminoácidos de Gβ que intervienen en 

la interfase de interacción con la región amino de Gα (particularmente Gαq/11 y Gα13), son 

fundamentales para mantener un control estricto de la actividad de este heterodímero, en este caso, 

de forma particular por las subunidades Gα señaladas. Se esperaría que mutaciones que rompan la 

interacción pudieran generar versiones activas de Gβγ. Esta hipótesis es compatible con los datos 

presentados por Yoda y colaboradores en 2015, quienes demostraron que mutaciones en Gβ, 

particularmente en los aminoácidos que participan en la interfase de interacción con Gα, promueven la 

transformación maligna y resistencia farmacológica a inhibidores de cinasas 81. Las mutaciones de 

Gβγ que se encuentran en el sitio 2 de interacción representada en la Figura 70A, justo coinciden con 

la interfase de interacción que postulamos como responsable de mantener los complejos 

Gβγ/GαqQL/RGS2. En un futuro cercano pretendemos investigar la hipótesis de que las mutantes de 

Gβγ activen de forma exacerbada a efectores quimiotácticos como P-Rex1 y PI3K, considerados 

efectores oncogénicos; pero también determinar si pueden ser reguladas por GPCRs, inhibidores 

naturales y farmacológicos. 

11.5 Modelo que integra los mecanismos de señalización 
quimiotáctica por Gβγ derivada de Gi, pero no de otros 
heterotrímeros como Gq y G13 

Nuestro modelo final representa que la migración celular inducida por GPCRs activados por 

factores liberados desde tumores, por ejemplo, pueden llevar a la dinámica de proteínas G que 

promuevan una señalización eficiente de Gβγ para que este dímero estimule directamente a efectores 

quimiotácticos como PI3K y P-Rex1. En este proceso, la liberación de Gβγ es esencial y efectiva 

cuando proviene de Gi. Sin embargo, otros heterotrímeros muestran una regulación negativa sobre 

Gβγ que previene su efecto positivo sobre P-Rex1. En contraste con el modelo clásico, la acción de 

receptores acoplados a proteínas G sugiere que cualquier heterotrímero llevaría a la liberación de Gβγ 

y en consecuencia a su señalización, aquí nosotros demostramos que formas activas de Gαq y Gα13 

se mantienen asociadas e inhibiendo a Gβγ. Específicamente, demostramos que de las dos regiones 

de interacción que existen entre Gα y Gβγ, la región que corresponde a la hélice amino terminal de 

Gαq y Gα13 continúa establemente asociada a Gβγ, aún cuando tales subunidades Gα sean mutantes 

constitutivamente activas. Este suceso estaría reduciendo la disponibilidad de Gβγ y por lo tanto sus 

acciones sobre efectores quimiotácticos como P-Rex1, explicando por qué los GPCRs de quimiocinas 
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son naturalmente acoplados a Gi, e incluso para el caso de GPCRs con acoplamiento múltiple, la 

migración quimiotáctica es mediada por Gi→Gβγ y no por otros heterotrímeros. 

 

Figura 71. Modelo final. Esquema que representa la migración celular de células derivadas de la médula ósea y células 

tumorales en respuesta a la activación de GPCRs. Particularmente, los receptores acoplados a Gi son eficientes para llevar 

a la migración. El panel inferior explica la vía de activación diferencial de P-Rex1 por Gi, y no por Gq o G13. Las 

subunidades Gαq y Gα13 tienen efectos directos sobre Gβγ que controlan su disponibilidad como un mediador crucial para 

la activación de efectores quimiotácticos. 
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12. Conclusiones 

 Obtuvimos un cultivo de médula ósea enriquecido de células Tie2+/CD11b+/CD45+ cuyas 

células contribuyen al crecimiento de tumores en ratones inmuno-competentes, un nuevo 

modelo de co-inoculación para evaluar la contribución de células de la médula ósea en cáncer. 

 Existe una comunicación recíproca entre células derivadas de la médula ósea (BMDCs) y 

células tumorales. Esta comunicación promueve la migración celular, parcialmente dependiente 

de GPCRs acoplados a Gi y de las funciones de Gβγ, presumiblemente vía PI3K y RhoGEFs. 

 El perfil de expresión de RhoGEFs en células de la médula ósea es abundante, los RhoGEFs 

FARP1, FGD6, FGD2, FGD4, ARHGEF17, PDZ-RhoGEF y Trio son particularmente 

interesantes considerando las diferencias de expresión entre células cultivadas que favorecen el 

desarrollo tumoral y células frescas que lo restringen. A nivel de proteína, encontramos 

expresión alta de RhoGEFs regulados por GPCRs: P-Rex1, PDZ-RhoGEF y LARG en las 

células pro-tumorales. Además, expresan la GTPasa RhoJ (vinculada a angiogénesis tumoral). 

 Los factores secretados por las células tumorales activan a las GTPasas Rac, Cdc42 y Rho; y a 

los RhoGEFs P-Rex1 y PDZ-RhoGEF en las células derivadas de la médula ósea. 

 La migración celular dependiente de GPCRs (como CXCR4 y LPAR), requiere la vía de 

señalización de Gi→Gβγ sobre sus efectores quimiotácticos como P-Rex1. 

 Al activarse la proteína Gi libera a Gβγ de manera eficiente para interaccionar con sus 

efectores, en P-Rex1 interaccionó con los dominios PDZ-PDZ y DH-PH para activar su función 

de RacGEF, sugiere que Gβγ rompe interacciones inhibitoras intermoleculares en P-Rex1. 

 Encontramos que las subunidades Gαq y Gα13 activas mantienen interacciones estables con 

Gβγ (evidenciado por mutantes Gα-QL), a través de la α-hélice del extremo amino (αN), 

evitando que Gβγ interaccione y active efectores como P-Rex1 durante la migración celular. 

 La migración celular inducida por GPCRs quimiotácticos, requiere la activación del eje 

Gi→Gβγ/P-Rex1/Rac para la polarización de las células, mientras que Gq no libera a Gβγ. 

 La inhibición de Gq durante la activación de GPCRs acoplados a múltiples proteínas G (como 

los receptores a LPA), resalta la señalización de Gi→Gβγ para llevar a la activación de P-Rex1. 
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13. Perspectivas Experimentales 

 De estos resultados planteamos utilizar las células de médula ósea fresca sin células Tie2-GFP 

para mezclarlas con células cultivadas (BMDC) y reconstituir ratones irradiados para evaluar su 

contribución en modelos tumorales, utilizando el irradiador adquirido (Faxitron MultiRad 350). 

 Silenciar (knockdown) o deletar (CRISPR/CAS) a los RhoGEFs regulados por GPCRs como P-

Rex1, PDZ-RhoGEF, LARG, entre otros, en las células derivadas de la médula ósea y averiguar 

si bajo estas condiciones se abate su efecto protumoral en ratones con trasplante de médula 

ósea modificada. 

 Evaluar las posibles propiedades pro-tumorales de células derivadas de la médula ósea 

modificadas para que expresen formas activas de los RhoGEFs (módulos DH-PH anclados a la 

membrana plasmática). 

 Continuar la caracterización de la señalización quimiotáctica de Gβγ inducida por receptores 

con acoplamiento a múltiples familias de proteínas G, inhibiendo heterotrímeros diferentes a Gi 

y Gq. 

 Investigar el mecanismo de activación de P-Rex1 por Gβγ/PI3K/AKT y por mTOR, evaluando el 

rompimiento de interacciones auto-inhibitorias y la posible homodimerización inter-inhibitoria. 

Además, pretendemos aclarar la totalidad del mecanismo de activación de P-Rex1 por 

interacción de proteínas con los dominios PDZ-PDZ, por ejemplo, Gβγ, R1α y carboxilos de 

GPCRs 

 Analizar la regulación bidireccional entre las subunidades Gα y Gβγ por las interfases de 

interacción y la influencia de los efectores tanto de Gα, como de Gβγ en la dinámica de las 

interacciones; esto para demostrar la liberación total de Gβγ dependiente de efectores de Gα. 

 Probar dímeros diferentes a Gβ1γ2 y su interacción con las subunidades Gα mutantes QL 

evaluadas y otras, considerando que tienen diferentes afinidades por P-Rex1 y probablemente 

también con las subunidades Gα. 

 Evaluar la señalización de Gβ mutantes sobre la activación de los efectores quimiotácticos 

como los diferentes RhoGEFs dependientes de Gβγ y PI3Kβ/γ, así como la sensibilidad de las 

mutantes a los inhibidores farmacológicos y péptidos inhibidores de las caras efectoras de Gβγ. 
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15.2 Artículo Original: Protumoral bone marrow-derived cells migrate 
via Gβγ and exhibit a complex repertoire of RhoGEFs 

Primer autor, artículo aceptado diciembre 2018: Journal of Cell Communication and Signaling 
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15.3 Artículo de Revisión: Gβγ Pathways in Cell Polarity and 
Migration Linked to Oncogenic GPCR Signaling: Potential 
Relevance in Tumor Microenvironment 
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15.4 Artículo Original: Protein Kinase A (PKA) Type I Interacts with P-
Rex1, a Rac Guanine Nucleotide Exchange Factor EFFECT ON 
PKA LOCALIZATION AND P-Rex1 SIGNALING 
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15.5 Artículo Original: cAMP-dependent activation of the Rac guanine 
exchange factor P-REX1 by type I protein kinase A (PKA) 
regulatory subunits 

Coautoría, aceptado diciembre 2018: Journal of Biological Chemistry 
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15.6 Artículo Original: Direct targeting of GNAQ and GNA11 
oncogenes in cancer cells 

Coautoría, respuesta en revisión: Science Signaling 
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16. Anexos 

16.1 Primers utilizados para determinar la expresión de los RhoGEFs 

 

# NOMBRE PESO 
(pb) SECUENCIA 

1 mFARP2 188 >mFARP2-fwRT-PCR-FW-1361-CDS CAATTTGAAGGACAGCAGCA 
>mFARP2-revRT-PCR-REW-1549-CDS GAGGGAGAAGGCTGAGGACT 

2 mFARP1 158 >mFARP1-fwRT-PCR-FW-448-CDS TTGGAACGAGGACAGAAACC 
>mFARP1-revRT-PCR-REW- 606-CDS CTCCACAAGGTTGAGGTGGT 

3 mFGD6 207 >mFGD6-fwRT-PCR-FW-3954-CDS CCAAGCTTGCTCATCAAACA 
>mFGD6-revRT-PCR-REW-4161-CDS GGGGATTTTCTTCTGCTTCC 

4 mFGD5 170 >mFGD5-fwRT-PCR-FW-2292-CDS GTGGACATGAGCAGCTTCAA 
>mFGD5-revRT-PCR-REW-2462-CDS TGAAGCACTGTCCTCCTCCT 

5 mFGD2 207 >mFGD2-fwRT-PCR-FW- 998-CDS CCAGAGAGCACTGGACATGA 
>mFGD2-revRT-PCR-REW-1205-CDS AACCAGGTAGCGTTCCATTG 

6 mFGD4 174 >mFGD4-fwRT-PCR-FW-379-CDS GAGTCTAATCCGGCCCCTAC 
>mFGD4-revRT-PCR-REW--553-CDS AGGAGGTTAACCCAGGCTGT 

7 mFGD1 172 >mFGD1-fwRT-PCR-FW-1108-CDS TGTGATTGTTGCCTCGGATA 
>mFGD1-revRT-PCR—REW-1280-CDS TAGGCACCTTCTCACCATCC 

8 mFGD3 218 
>mFGD3-fwRT-PCR-FW-433CDS ATCCCCAACAGAGACAGTGG 

>mFGD3-revRT-PCR- REW-651-CDS AGGCCTAAACAGGGTGACCT 

9 mSOS1 158 
>mSOS-1-fwRT-PCR-FW- 2235-CDS CTGCCCAGTGCTGAAGTGTA 

>mSOS-1-revRT-PCR-REW 2393-CDS TGGATCTGCGTACATGTGGT 

10 mSOS2 174 
>mSOS2-fwRT-PCR-FW-3431-CDS TCAATGGCGTGTTGGAGATA 

>mSOS2-revRT-PCR-REW-3605-CDS CAAGGCGGATTGATTGACTT 

11 mRASGRF2 154 
>mRASGRF2-fwRT-PCR-FW-600-CDS GGAGGAGGATCCAGACATCA 

>mRASGRF2-revRT-PCR-REW-754-CDS CCATCGTGAACACAATCTGG 

12 mRASGRF1 184 
>mRASGRF1-fwRT-PCR-FW- 787-CDS TGATCGTATCCAATCCAGCA 

>mRASGRF1-revRT-PCR-REW- 971-CDS ACACCACCTGGTTCCTCTTG 

13 mECTL 190 
>mECT2L-RT-FW-2374-CDS CTGATTCGGACCCAAGATGT 

>mECT2L-RT-REW-2564-CDS GATGCGGTGAACTGGTAGGT 

14 mECT2 158 
>mECT2-fwRT-PCR-FW-2126-CDS GGCACAAGGTTATTGGCACT 

>mECT2-revRT-PCR-REW-2284-CDS  GCCTTACAAGCAAGGCAAAG 

15 mBCR 175 
>mBCR-fwRT-PCR-FW-2691-CDS CCGAGTGGAGAGAAAGCATC 

>mBCR-revRT-PCR-REW-2866-CDS CAGGAAGCCGTAGAGTCCAG 

16 mABR 157 
>mActive BCR-related gene-fwRT-PCR-FW-1291-CDS GACCTCAGCAGGAAAGCATC 

>mActive BCR-related gene-revRT-PCR-REW-1448-CDS TGAGGGCAGAGATCTTCGTT 

17 mARHGEF17 151 
>mARHGEF17-fwRT-PCR-FW- 2710-CDS CAGTGACCCCAGCTATGGAT 

>mARHGEF17-revRT-PCR-REW- 2861-CDS GCCAGCAATCCTGTCTTCTC 

18 mARHGEF10L 192 
>mARHGEF10L-fwRT-PCR-FW- 3272-CDS ACTCTGGAGCACCTTCAGGA 

>mARHGEF10L-revRT-PCR-REW- 3464-CDS CATGCCTTTCCCTGTGATCT 

19 mARHGEF10 200 
>mARHGEF10-fwRT-PCR-FW-2972-CDS TCACGCATCCTGTGTATGGT 

>mARHGEF10-revRT-PCR-REW-3172-CDS CGGTGCATAGAAGTGCTGAA 

20 mC9ORF100 204 
>mVav like C9orf100-fwRT-PCR-FW-178-CDS CCTGAAAGCCAAAGGAACAC 

>mVav like C9orf100-revRT-PCR-REW- 382-CDS CGCCTGAAGGGTAGTCTGAG 

21 mARHGEF16 247 
>mARHGEF16-fwRT-PCR-FW-822-CDS CAGCTTCTCGTTGGATGACA 

>mARHGEF16-revRT-PCR-REW-1069-CDS CTTTGAAAGAGCCCTTGTGC 

22 mSGEF 153 
>mSGEF-fwRT-PCR-FW-2433-CDS UniGene Mm.479530 TTTTCTCATTCTCCCCATGC 

>mSGEF-revRT-PCR-FW-2586-CDS TGCTCCTTCATTGCACAGTC 

23 mARHGEF15 210 
>mARHGEF15-fwRT-PCR-FW 2290-CDS CTGTTCCCCAGACACCATCT 

>mARHGEF15-revRT-PCR-REW- 2500-CDS CCTCCTCTCGTGTTCTCCTG 

24 mNGEF 242 
>mNGEF-fwRT-PCR-FW-1312-CDS TCGGTACCCATCATCTCACA 

>mNGEF-revRT-PCR-REW-1554-CDS CAGTGTTTGACCCTGGTCCT 
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# NOMBRE PESO 
(pb) SECUENCIA 

25 mARHGEF19 162 >mARHGEF19-fwRT-PCR-FW-2033-CDS GATCCATTTTGAGGGCAAGA 
>mARHGEF19-revRT-PCR-REW- 2195-REW-CDS CAGCAGGCAGTCATTGAAGA 

26 mARHGEF5 166 >mARHGEF5-fwRT-PCR-FW- 3687-CDS GGCTTTTCAAGACGTTGCTC 
>mARHGEF5-revRT_PCR-REW- 3853-CDS GAAGAGACCAGTGCCTTTCG 

27 mPLEKHG6 249 >mPLEKHG6-fwRT-PCR-FW-1285-CDS AGACACGAACCCACTGTTCC 
>mPLEKHG6-revRT-PCR—REW-1534-CDS CTCCTGCTCTTCACCCTGTC 

28 mPLEKHG5 171 >mPLEKHG5-fwRT-PCR-FW- 512-CDS AATTCGACCTGAACGTGGAC 
>mPLEKHG5-revRT-PCR-REW-683-CDS CTGTAGGCCTCGAAGGTGAG 

29 mITSN2 175 >mINTERSECTIN2-fwRT-PCR-FW-1514-CDS GCAGCTGGAGTTGGAGAAAC 
>mINTERSECTIN2-revRT-PCR-REW-1689-CDS CCCTGGTCTTCTGACTGAGC 

30 mITSN1 211 >mINTERSECTIN1-fwRT-PCR-FW- 2557-CDS ATGGTGGATGAAAGCCAGAC 
>mINTERSECTIN1-revRT-PCR-REW-2768-CDS GGCTCAGAAGAGGTCACTGG 

31 mNET1 193 >mNET1-fwRT-PCR-FW-708-CDS GGGGAACAGGACTTGATTGA 
>mNET1-revRT-PCR-REW- 901-CDCS ATCTGCTCCACAGTCCCATC 

32 mARHGEF3 218 
>mARHGEF3-fwRT-PCR-FW-1001-CDS GAATCGGAATGCCGCTATTA 

>mARHGEF3-revRT-PCR-REW-1219-CDS GATGGGCTGTCGGTACAACT 

33 
mARHGEF12 

LARG 
167 

>mARHGEF12-fwRT-PCR-FW-2225-CDS ATCGGCTTCCTTCCAAAGAT 
>mARHGEF12-rev2392-REW- CDS GGGTGGCGTGACTTCTGTAT 

34 
mARHGEF11 
PDZ-RhoGEF 

193 
>mARHGEF11-fwRT-PCR-FW-4217-CDS CCAGCAGAACCTCTGGACTC 

>mARHGEF11-revRT-PCR-REW-4410-CDS TGAAGCTTGACGGTCAGTTG 

35 
mARHGEF1 

p115-RhoGEF 
200 

>mARHGEF1-fwRT-PCR-FW-816-CDS TCTTCCGGAAAAAGGTGATG 
>mARHGEF1-revRT-PCR-REW-1016-CDS TGTCCCGAGAAGACATACCC 

36 
mARHGEF2 

GEF-H1 
196 

>mARHGEF2-fwRT-PCR-FW-1992-CDS CTTAAAGGCTGGCTTCGTTG 
>mARHGEF2-revRT-PCR-REW-2188-CDS AGTCCAAGGGTAAGGCTGGT 

37 mAKAP13 186 
>mAKAP13-fwRT-PCR-FW-4774-CDS TCCCTGGATCGACATTCTTC 

>mAKAP13-revRT-PCR-REW- 4960-CDS TGCTGTCCATCTCCTCCTCT 

38 
mARHGEF18 
p114-RhoGEF 

172 
>mARHGEF18-fwRT-PCR-FW-2822-CDS GCAAGGATGAGAGTGCATCA 

>mARHGEF18-revRT-PCR-REW-2993-CDS GGGGAGACAGGTGGTAGTGA 

39 mRGNEF 214 
>mRGNEF-fwRT-PCR-FW-2608-CDS CCTTTTGCAGTAGGCAGGAG 

>mRGNEF-revRT-PCR-REW-2822-CDS GAAGAAGAAGTGCCGGTGAG 

40 mARHGEF37 180 
>mARHGEF37-RT-FW-1180-cds GAATACCAGGCGCTCAACTC 

>mARHGEF37-RT-REW-1360-cds GCTCTGAGACGTGGTGATGA 

41 mTUBA 171 
>mTuba-fwRT-PCR-FW-2166-CDS GCTGTTGGAGGAAAAGCAAG 

>mTuba-revRT-PCR-REW-2337-CDS AGTGGACACAGACCCAAAGG 

42 mVAV2 177 
>mVAV2-fwRT-PCR- FW-2583-CDS GGAAAGCTTCAAGCAGTTGG 

>mVAV2-revRT-PCR-REW- 2759-CDS ACTGACCAGAAGGGAGCAGA 

43 mVAV1 182 
>mVAV1-fwRT-PCR-FW-1047-CDS CTACGGGATCTGCTGATGGT 

>mVAV1-revRT-PCR-REW- 1229-CDS CTGCCGTAGGGTTTCATTGT 

44 mVAV3 221 
>mVAV3-fwRT-PCR-FW-1712-CDS AGCCAACAACCCTACCACTG 

>mVAV3-revRT-PCR-REW- 1933-CDS GATGTCACCCGAGTGAAGGT 

45 mARHGEF6 199 
>mARHGEF6-fwRT-PCR-FW-2087-CDS GAGCCCCAAAACAATGAAGA 

>mARHGEF6-revRT-PCR-REW-2286-CDS CGGGGAGTAGAACTTGTGGA 

46 mARHGEF7 246 
>mARHGEF7-fwRT-PCR-FW-1167-CDS TATGACGGCCTTCAAAAACC 

>mARHGEF7-revRT-PCR-REW-1413CDS ACCACTCATCCTGGGACTTG 

47 mTIAM1 210 
>mTIAM1-fwRT-PCR-FW-4510-CDS CTACCGAAGCTTTGCAGGTC 
>mTIAM1-revRT-PCR-FW-4720-CDS TCCGTTTTGAGGAGCTGTCT 

48 mTIAM2 188 
>mTIAM2-fwRT-PCR-FW-2926-CDS GTCTTCAGCTCCGAAAGGTG 

>mTIAM2-revRT-PCR-REW-3114-CDS GGTGTTCGTCCACCTGAACT 

49 mPREX2 239 
>mPREX-2-fwRT-PCR-FW-1988-CDS GCACAAAGCCAAGAGAGACC 
>mPREX-2-revRT-PCR-REW-2227-CDS GCTTCATTGGCCGTTTGTAT 

50 mPREX1 196 
>mPREX-1-fwRT-PCR- FW-483-CDS GCACGAACTTGGGAATGTTT 

>mPREX-1-revRT-PCR- REW-679-CDS ACAGCAGGTAGCCTTCCAGA 
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# NOMBRE PESO 
(pb) SECUENCIA 

51 mARHGEF4 198 >mARHGEF4-fwRT-PCR-FW-756-CDS TGGAGCAGAAGTTCAACACG 
>mARHGEF4-revRT-PCR-REW-954-CDS TCAATCATCCTTTGCAGCAG 

52 mARHGEF9 232 >mARHGEF9-fwRT-PCR-FW-1189-CDS TTGGCCGAGCTCCTAAAGTA 
>mARHGEF9-revRT-PCR-REW-1421CDS TGGTAGATCCAGGCCATCTC 

53 mSPATA13 230 >mSPATA 13-fwRT-PCR-FW- 1766-CDS CTCAGCCACTGGGAAATGAT 
>mSPATA 13-revRT-PCR-REW- 1996-CDS CTGAACTGAGGGACAGCACA 

54 mPLEKHG1 246 >mPLEKHG1-fwRT-PCR-FW- 2561-CDS AGCCTCCAGTTCAGTGAGGA 
>mPLEKHG1-revRT-PCR-REW- 2807-CDS TCTCTGGTGCATCGTCTTTG 

55 mPLEKHG2 216 
>mPLEKHG2-fwRT-PCR-FW-1878-CDS CACCTACAAGGGCCACATCT 

>mPLEKHG2-revRT-PCR-REW-2094-CDS GAGAACTTGCTTTGCCTTGG 

56 mPLEKHG4 160 >mPLEKHG4-fwRT-PCR-FW-354-CDS CCTGACACAGGGTGACAATG 
>mPLEKHG4-revRT-PCR-REW-514-CDS GACAGTCAGCAGGCTTAGGG 

57 mPLEKHG3 211 >mPLEKHG3-fwRT-PCR- FW-3493-CDS ACTCCTGACCAAGAGGAGCA 
>mPLEKHG3-revRT-PCR-REW-3704-CDS CTTGGGCTAACAGCAGAAGG 

58 mTRIO 207 
>mTRIO-fwRT-PCR-FW-1041-CDS GCTGTCACGGCTAGAGGAAC 
>mTRIO-revRT-PCR-FW-1248-CDS CGAGCCTGAGTTCTTTTTGG 

59 mGEFT 167 
>mGEFT-fwRT-PCR-FW-627-CDS GCAGAAGAAGATGGCTCTGG 

>mGEFT-revRT-PCR-REW-794-CDS CCAAACACAATCCTGTCACG 

60 mKarlin 177 
>mKALIRIN-fwRT-PCR-FW- 943-CDS GACAACACCTGCACCAAATG 

>mKALIRIN-revRT-PCR-REW-1120-CDS TGGAGGTCTAGTGCATGCTG 

61 mMCF2L 165 
>mMCF2l-fwRT-PCR-FW- 1160-CDS TGTCACTGGAAGGTCAGCAG 

>mMCF2l-revRT-PCR-REW- 1325-CDS GTCTCCAGGAGGCTATGCAG 

62 mMCF2 223 
>mMCF2-fwRT-PCR-FW-1940-CDS TGCCTTTTTCCAGGAATGTC 

>mMCF2-revRT-PCR-REW- 2163-CDS CCATTGATGGCAGTCTGATG 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Anexos Comunicación y Migración Celular en Cáncer 

 

264 

16.2 Primers utilizados para determinar la expresión de marcadores 
celulares 

 

# NOMBRE PESO (pb) SECUENCIA 

1 
TIE2 238 

FW      AAGCATGCCCATCTGGTTAC 
RW     GTAGGTAGTGGCCACCCAGA 

2 
CD31 (PECAM-1) 245 

FW      TGCAGGAGTCCTTCTCCACT 
RW      ACGGTTTGATTCCACTTTGC 

3 
Ang1 204 

FW      AGGCTTGGTTTCTCGTCAGA 
RW     TCTGCACAGTCTCGAAATGG 

4 
VEGFR2 161 

FW      GGCGGTGGTGACAGTATCTT 
RW      GTCACTGACAGAGGCGATGA 

5 
VE-Caderina 239 

FW      ATTGAGACAGACCCCAAACG 
RW      TTCTGGTTTTCTGGCAGCTT 

6 
CD133 196 

FW      GAAAAGTTGCTCTGCGAACC 
RW     TCTCAAGCTGAAAAGCAGCA 

7 
CD34 216 

FW      ACCACAGACTTCCCCAACTG 
RW       CGGATTCCAGAGCATTTGAT 

8 
Id1 159 

FW      CCAGTGGGTAGAGGGTTTGA 
RW     AGAAATCCGAGAAGCACGAA 

9 
c-Kit 230 

FW      TTATCCTTTAGGCCGTGTGG 
RW     TGTGGCCCCTTAAGTACCTG 

10 
CXCR4 220 

FW      TCAGTGGCTGACCTCCTCTT 
RW      TTTCAGCCAGCAGTTTCCTT 

11 
PDGFRb 510 

FW        AATTCCGTGCCGAGTGACAG 
RW     ACGTAGCCATTCTCGATCACA 

12 
CD45 194 

FW       CCTGCTCCTCAAACTTCGAC 
RW      GACACCTCTGTCGCCTTAGC 

13 
Actina 100 

FW      TCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGC 
RW      TACTCCTGCTTGCTGATCCACATC 
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16.3 Premio Cinvestesis 180 
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