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I. RESUMEN  
 

El cáncer de mama es la principal causa de muerte de mujeres en el mundo, 

manteniendo tendencias ascendentes en su incidencia y mortalidad. Diversos 

estudios han establecido una clara asociación entre la obesidad, una dieta rica en 

ácidos grasos y el desarrollo de cáncer mamario. Uno de los ácidos grasos más 

abundantes en la dieta, es el ácido linoleico (AL), el cual además de utilizarse 

como fuente de energía, funciona como ligando, uniéndose a receptores 

acoplados a proteínas G (GPCRs), activando vías de señalización intracelular 

favoreciendo eventos de proliferación, migración e invasión en células de cáncer 

mamario. Por otro lado, durante la progresión tumoral, la comunicación celular es 

un evento clave, siendo la comunicación mediada por pequeños fragmentos 

esféricos de membranas denominados vesículas extracelulares (VEs) de gran 

importancia. Éstas, son secretadas por células normales y malignas, su función es 

variable y depende del tipo de cargo que llevan, así como del tipo celular del que 

fueron originadas. Diversos antecedentes demuestran que las VEs median 

diversos procesos biológicos asociados a la progresión del cáncer, incluyendo la 

angiogénesis tumoral, reportándose la participación de la proteína β-catenina en 

dicho proceso. Sin embargo, no existen estudios que demuestren el efecto que 

induce el AL sobre células tumorales mamarias que favorezcan la comunicación 

intercelular mediada por la secreción de VEs, las cuales promuevan procesos 

mediadores de angiogénesis en células endoteliales a través de la activación no 

canónica de β-catenina. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3 
 

II. ABSTRACT 

Breast cancer is the leading cause of death for women worldwide maintaining 

upward trends in incidence and mortality. Several studies have established a clear 

association between obesity, a high-fat diet and the development of breast cancer. 

One of the most abundant fatty acids in the diet is linoleic acid (LA), which, in 

addition to being used as an energy source, functions as a ligand, binding to G 

protein coupled receptors (GPCRs), activating intracellular signaling pathways 

favoring proliferation, migration and invasion events in breast cancer cells. On the 

other hand, during cellular progression, cellular communication is a key event, 

being the communication mediated by small spherical fragments of membranes 

called extracellular vesicles (EVs) of great importance. These are secreted by 

normal and malignant cells, their function is variable and depends on the type of 

charge they carry, as well as the cell type from which they originated. Various 

reports demonstrate that EVs mediate various biological processes associated with 

cancer progression, including tumor angiogenesis, with the involvement of the 

Wnt/β-catenin pathway being reported in this process. However, there are no 

studies that demonstrate the effect that LA induces on mammary tumor cells that 

favor intercellular communication mediated by the secretion of EVs, which promote 

angiogenesis mediating processes in endothelial cells through the non-canonical 

activation of β- catenin. 
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III. INTRODUCCIÓN  

III.1.- CÁNCER  

 

El cáncer comprende un grupo de patologías originadas por alteraciones del  

material genético que regulan directa o indirectamente el ciclo celular, derivando 

en un crecimiento anormal y descontrolado de células en el organismo, formando 

tejidos tumorales que interfieren con la función adecuada de los tejidos y órganos 

sanos. Dependiendo de la capacidad de invadir el tejido periférico, existen 

“tumores malignos” por ejemplo: carcinomas, en el caso de células epiteliales 

transformadas, así como en caso de auto-limitar su crecimiento se denominan 

“tumores benignos”, por ejemplo: quistes y adenomas. Las células tumorales 

tienen la capacidad de mantener una proliferación crónica, razón por la cual 

pueden formar tumores en prácticamente cualquier órgano, los cuales pueden 

presentar diferentes poblaciones de células transformadas con diferentes 

mutaciones, denominándose esta cualidad heterogeneidad clonal. Las células 

transformadas logran establecer relación con las células del estroma, modifican la 

matriz extracelular y desarrollan capacidades diferentes como la migración e 

invasión; con esta organización celular logran cierta adaptación, que culmina con 

la invasión de células tumorales a uno o a varios órganos específicos distantes del 

tumor primario, proceso denominado metástasis, la cual es la principal causa de 

muerte en los pacientes oncológicos [1, 2]. 

III.1.1- Procesos implicados en el desarrollo tumoral  

 

El desarrollo del cáncer consta de múltiples pasos en los que las células tumorales 

adquieren nuevas capacidades, que incluyen: aumento en la proliferación celular, 

evasión de la supresión de crecimiento y la resistencia a la muerte celular, lo cual 

produce inmortalidad replicativa, además, incluye la inducción de angiogénesis y 

finalmente la invasión y metástasis. Sin embargo, la principal característica 
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adquirida es la inestabilidad del genoma y la inflamación; que genera diversidad 

genética (mutaciones) [1, 3]. 

La adquisición de los rasgos característicos de las células tumorales depende en 

gran parte de la alteración del genoma, que confiere una ventaja selectiva sobre 

otras células, permitiendo de esta manera su crecimiento y prevalencia en el 

entorno local [4]. Los mecanismos de mantenimiento del genoma, para detectar y 

resolver daños en el ADN, aseguran que la tasa de mutación espontanea sea 

baja; en las células tumorales dicha tasa aumenta, como resultado de defectos en: 

I.- La detección de daño en el ADN, II.- La reparación de ADN dañado, y III.- En la 

inactivación de moléculas anti-mutagénicas, antes de que hayan dañado el ADN 

[5, 6]. 

Los tejidos normales regulan cuidadosamente la producción y liberación de 

señales que promueven el crecimiento, lo cual garantiza la homeostasis respecto 

al número de células así como el mantenimiento de la arquitectura tisular normal y 

su función. En las células tumorales, estas señales se encuentran desreguladas, 

esto permite la producción de factores de crecimiento que incrementan la 

proliferación por el estímulo autócrino. Además, hay una mayor expresión de 

receptores a factores de crecimiento, lo que provoca células hiperactivas a bajas 

concentraciones del ligando. Así mismo, las células tumorales envían señales para 

estimular a células no tumorales dentro del microambiente, que sirve de soporte, 

al secretar factores de crecimiento que las células tumorales reciben [1, 7] Las 

células tumorales evaden los procesos que regulan negativamente la proliferación 

celular, estos programas celulares dependen de la expresión y activación de 

genes supresores de tumor tales como; RB1, TP53, NF1, BRCA1, BRCA2, entre 

otros, los cuales en condiciones normales, limitan el crecimiento y proliferación, 

activando la senescencia y la apoptosis. La inestabilidad del genoma induce 

mutaciones en dichos genes, permitiendo la proliferación no controlada de las 

células tumorales. El desequilibrio en la señalización proliferativa y daño al ADN, 

induce atenuación de la apoptosis al aumentar la expresión de reguladores 

antiapoptóticos, por ejemplo; Bcl-2 o mediante la regulación negativa de factores 

pro-apoptóticos tales como; Bax, Bim y Puma) [1, 8]. 
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En contraste con la apoptosis, la muerte celular necrótica, libera señales pro-

inflamatorias en el tejido circundante. Como consecuencia se reclutan células 

inflamatorias del sistema inmune, cuya función es reparar el daño tisular y eliminar 

los daños asociados a la necrosis. En el contexto neoplásico, las células inmunes 

inflamatorias promueven la progresión tumoral al fomentar la angiogénesis, la 

proliferación de las células tumorales y la invasividad. En consecuencia, las 

neoplasias incipientes y potencialmente invasivas, pueden obtener ventajas al 

tolerar cierto grado de muerte por necrosis, para reclutar células inmunes que 

promoverán el desarrollo tumoral [9-12] 

Las células tumorales adquieren la capacidad de evadir la vigilancia inmunológica 

antitumoral, cabiendo destacar el papel dual que tiene el sistema inmune durante 

la fisiopatología del cáncer. La vigilancia inmune monitorea constantemente a las 

células y tejidos de los organismos para mantener la homeostasis y vigilar el 

crecimiento normal de las células. Esta vigilancia es responsable de reconocer y 

eliminar a las células tumorales incipientes, por lo tanto, a los tumores nacientes 

[13] Por lo cual, los tumores consolidados han escapado de la detección del 

sistema inmune, evitando su erradicación. Las células tumorales pueden evadir la 

respuesta antitumoral mediante la regulación de algunos componentes del sistema 

inmune al minimizar la infiltración de linfocitos T citotóxicos CD8+ y células NK, así 

como al secretar TGF-β y citocinas inmunosupresoras [13, 14]. Aunado a lo 

anterior, la inflamación asociada al tumor, contribuye al suministro de factores de 

crecimiento que mantienen la señalización proliferativa tales como: factores de 

supervivencia, factores proangiogénicos, citosinas, especies reactivas de oxígeno 

y enzimas que modifican la matriz extracelular, favoreciendo la angiogénesis, 

invasión y metástasis [11, 15] 

Para su desarrollo, los tumores requieren intercambio metabólico para la 

obtención de nutrientes y oxígeno, así como la capacidad de eliminar desechos y 

dióxido de carbono. Durante la embriogénesis, el desarrollo de la vasculatura 

implica la generación de nuevas células endoteliales y su ensamblaje en tubos 

(vasculogénesis), además de la formación de nuevos vasos a partir de los vasos 

pre-existentes (angiogénesis); en el adulto, la angiogénesis puede activarse, pero 
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solo de forma transitoria. Por el contrario, durante la progresión del tumor ocurre 

un “switch” angiogénico, que causa el surgimiento de nuevos vasos sanguíneos 

para beneficiar el crecimiento neoplásico. El proceso angiogénico proporciona 

nutrientes, elimina desechos del microambiente y contribuye a progresión del 

tumor al facilitar la invasión local y a distancia (metátasis)[16, 17]. 

 

III.2.- CÁNCER MAMARIO  

III.2.1.- Anatomía de la glándula mamaria  

 

La glándula mamaria humana es una glándula sudorípara modificada, la cual se 

compone de 15-20 lóbulos separados por una cantidad variable de tejido adiposo; 

cada lóbulo está formado por lobulillos más pequeños (alveolos) que contienen 

glándulas secretoras de leche. El epitelio mamario presenta dos linajes celulares: 

las células luminales (que se diferencian en células alveolares y ductales) y las 

células mioepiteliales (situadas entre las células luminales y la membrana basal). 

Un pequeño número de células ductales indiferenciadas representan a las células 

troncales mamarias que se diferencian en células luminales y mioepiteliales, las 

cuales proporcionan la capacidad de expansión celular asociada al embarazo y la 

lactancia. Estas estructuras de la glándula mamaria están embebidas en un 

estroma altamente vascularizado que conforma cerca del 80% del volumen del 

seno, compuesto principalmente por tejido adiposo, tejido conectivo, células del 

sistema inmune y fibroblastos (Figura 1). En condiciones normales, sólo el 20% de 

las células luminales se encuentran en contacto con la lámina basal y el resto está 

en contacto directo con las células mioepiteliales [18, 19]. 
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Figura 1. Estructura del tejido mamario normal y maligno. a. Anatomía de la glándula mamaria humana. Cada 

glándula contiene 15-20 lóbulos, cada lóbulo contiene una serie de ductos ramificados que terminan en el 

pezón. b. Cada ducto está recubierto por una capa de células epiteliales, responsables de la producción de 

leche. Estas células están rodeadas por una capa externa de células mioepiteliales con características 

contráctiles. Los ductos de la glándula están embebidos en el estroma el cual presenta fibroblastos. c. El 

tejido mamario se altera en el cáncer de mama, resultando en una masa de células epiteliales. b y c 

Inmunotinciones donde se usaron anticuerpos para el receptor de estrógeno (RE; núcleos teñidos de café), 

mostrando que sólo una pequeña porción de células epiteliales son RE positivo en el tejido mamario normal. 

Modificado de Simak Ali and R. Charles Coombes 2002 [18]. 

III.2.2.- Cáncer de mama  

 

El cáncer de mama es una enfermedad heterogénea, la cual se origina en las 

células epiteliales de los ductos o lóbulos de la glándula mamaria, caracterizada 

por la pérdida de la organización del tejido. La progresión de esta patología se 

lleva a cabo en diversas etapas, iniciando con la hiperproliferación descontrolada 

de las células epiteliales generando un carcinoma ductal “in situ” (DCIS), en esta 

etapa el tumor se encuentra confinado en los límites del ducto, posteriormente 

evoluciona a un carcinoma ductal invasivo (IDC), caracterizando esta etapa por la 

pérdida de células mioepiteliales y  requiere que las células tumorales induzcan la 

secreción de enzimas que favorezcan la degradación de la membrana basal 

permitiendo la migración e invasión de estas células al tejido circundante mediado 



 

9 
 

por eventos de intravasación y extravasación de la vasculatura local, culminando 

en eventos metastásicos (Figura 2) [20, 21]. 

 

 

Figura 2. Modelo hipotético de la progresión tumoral mamaria. Vista esquemática de la progresión del 

carcinoma: normal, “In situ”, invasivo y metastásico. Los ductos mamarios normales están conformados por 

una membrana basal, una capa de células epiteliales luminales y células mioepiteliales. Las células que 

componen el estroma incluyen varios leucocitos, fibroblastos, miofibroblastos y células endoteliales. En los 

carcinomas “In situ” las células mioepiteliales están epigenéticamente y fenotipicamente alteradas y la 

cantidad de estas células es menor, principalmente debido a la degradación de la membrana basal. Al mismo 

tiempo, el número de fibroblastos estromales, miofibroblastos, linfocitos y células endoteliales aumenta. La 

pérdida de células mioepiteliales y de la membrana basal resulta en un carcinoma invasivo, en el cual las 

células tumorales pueden invadir tejidos circundantes y pueden migrar a órganos distantes, favoreciendo 

eventualmente la metástasis. Modificado de Polyak, 2007 [22] 

La metástasis se define como la propagación de las células transformadas desde 

el tumor primario a órganos distantes. Este proceso se manifiesta generalmente 

como una etapa tardía de la enfermedad, siendo la causa principal de morbilidad y 

mortalidad por cáncer. La metástasis es un proceso complejo que involucra 

múltiples etapas secuenciales que incluye la invasión de células del tumor primario 

a través del sistema linfático y/o sanguíneo, intravasación, sobrevivencia en 

circulación, extravasación hacia el tejido que lo rodea, colonización en un nuevo 

órgano, inicio, crecimiento y neovascularización del tumor secundario. En el 

cáncer de mama, los órganos más afectados son hueso, hígado, cerebro y 

pulmón. Durante este proceso, las células transformadas se encuentran 
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interaccionando con diversos componentes entre los que encontramos factores de 

crecimiento, membranas basales, células sanguíneas en la circulación, proteínas 

de la matriz extracelular así como células endoteliales de la vasculatura [23-25]. 

 

III.3.- Epidemiología   

 

De acuerdo a los datos publicados por la Organización Mundial de la Salud 

(OMS), el CaMa mantiene una alta incidencia y sigue siendo la principal causa de 

muerte por cáncer en mujeres de entre 20 y 69 años en el mundo. Se estima que, 

en los próximos 10 años, habrá 321,343 nuevos casos y 87,078 muertes 

relacionadas con el cáncer de mama en mujeres en todo el mundo. Siguiendo las 

estadísticas de la OMS, en el 2018 México mantuvo una incidencia de 60.9 casos 

de cáncer de mama por cada 100.000 mujeres [26]. De manera alarmante, un 

número cada vez mayor de mujeres jóvenes son diagnosticadas con cáncer de 

mama y desarrollan una enfermedad más agresiva, por lo tanto, con una alta 

probabilidad de muerte. Aunado a esto, la mayoría de las mujeres son 

diagnosticadas con CaMa en estadios tardíos de la enfermedad, generando un 

mal pronóstico clínico [27, 28]. Debido a la heterogeneidad del cáncer y al carácter 

agresivo de los tratamientos radio y quimioterapéuticos, es necesario encontrar 

nuevos blancos moleculares con alto potencial terapéutico contra esta patología.  

Particularmente en México, el cáncer de mama es un problema de salud cada vez 

más importante por la tendencia ascendente en su incidencia y mortalidad, 

determinadas por el envejecimiento de la población, el aumento en la prevalencia 

de los factores de riesgo y la falta de un programa nacional de detección oportuna 

integral, lo cual resulta evidente por el diagnóstico del cáncer de mama en etapas 

tardías. De acuerdo a los datos proporcionados por el Instituto Nacional de 

Estadística, Geografía e Informática (INEGI) [29], se ha situado esta patología 

como la primera causa de muerte por neoplasias malignas en mujeres, 

ubicándose por encima de las muertes ocasionadas por cáncer cervicouterino 

desde el año 2006, convirtiéndose en un importante problema de salud pública en 
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nuestro país. La mortalidad y el número de casos de CaMa nuevos que se 

presentan cada año, han incrementado paulatinamente, siendo impostergable el 

control de los factores de riesgo conocidos, así como evidente la necesidad de 

establecer nuevos métodos de detección que incluyan la garantía de calidad en 

todos los procesos desde la prevención, detección, tratamiento y seguimiento de 

pacientes con cáncer [30]. 

III.4.- Factores de riesgo  

 

Además del sexo, existen diversos factores que contribuyen al desarrollo del 

cáncer de mama, incluyendo: genéticos, hormonales, reproductivos y de estilo de 

vida. En las mujeres, la glándula mamaria está sujeta a diversos cambios en 

cuanto a la forma, tamaño y función, asociados a la pubertad, el embarazo, la 

lactancia y la regresión post-menopaúsica. Estos cambios están altamente 

influenciados por procesos endocrinos y reproductivos, considerados como un 

factor de riesgo para el desarrollo de cáncer mamario [31].  

La edad a la que se experimenta la primera menstruación está relacionada con la 

probabilidad de desarrollar cáncer mamario, puesto que mujeres que tienen su 

primera menstruación a una edad menor a los 11 años tienen un riesgo del 10-

30% de desarrollar cáncer mamario en su vida. Además, la edad a la que se inicia 

la menopausia es también un factor importante, debido a que, mujeres que la 

experimentan después de los 55 años, tienen 50% más riesgo de desarrollar 

cáncer mamario [32].  

El embarazo a una edad temprana, particularmente antes de los 30 años reduce la 

incidencia de cáncer mamario. En contraposición, mujeres que nunca 

experimentaron un embarazo o cuyo primer hijo nace después de los 30 años, 

presentan mayor riesgo de desarrollar cáncer mamario [33]. Por otro lado, en 

estudios epidemiológicos de los últimos 10 años se ha encontrado de forma 

consistente que, niveles elevados de estrógenos y andrógenos están relacionados 

con un aumento en el riesgo de padecer esta neoplasia, principalmente en 

mujeres post-menopaúsicas  [34, 35]. Esta condición ha sido corroborada 



 

12 
 

recientemente en mujeres pre-menopáusicas [36], por lo que la exposición a los 

estrógenos podría aumentar el riesgo de padecer cáncer de mama, puesto que los 

estrógenos al unirse a sus receptores y estimular la transcripción de genes 

involucrados en proliferación celular, incrementan la probabilidad de mutaciones 

[37].  

Otro factore de riesgo que predisponen al desarrollo de cáncer mamario es la 

carga genética; principalmente mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 y Her-2. 

Mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 son responsables de 

aproximadamente el 5% de los cánceres mamarios. Sin embargo, representan un 

fenotipo más agresivo. Mientras que, la sobreexpresión de Her-2 debido a una 

amplificación del gen, está presente en aproximadamente el 20% de los tumores 

mamarios primarios y se relaciona con un mal pronóstico; como ya se indicó, otros 

factores son ambientales y de estilo de vida [38]. 

La diferencia geográfica con respecto a sus índices de incidencia en cáncer 

mamario se atribuye a la presencia de factores relacionados con el estilo de vida 

presentes en estas zonas que aumentan el riesgo de desarrollar la enfermedad. 

Entre los principales factores implicados en el riesgo de padecer cáncer mamario 

son la obesidad y la dieta rica en ácidos grasos [39-41]. Estudios en modelos 

animales así como en mujeres pre y postmenopáusicas han revelado que una 

reducción en el consumo de grasas puede disminuir la incidencia de tumores [42]. 

Por otro lado, en mujeres postmenopáusicas, la obesidad ha sido asociada con un 

aumento en el riesgo de desarrollar cáncer mamario [43]. Esto puede ocurrir 

porque los reservorios de grasa pueden ser un origen importante de precursores 

hormonales como estrógenos, además de niveles elevados de ácidos grasos 

circulantes en plasma [42]. Estudios epidemiológicos indican que mujeres con 

dietas ricas en ácidos grasos presentan un mayor riesgo de padecer cáncer 

mamario, el cual puede ser hasta cinco veces mayor con respecto a mujeres con 

consumos bajos en grasas [44, 45]. 
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III.5.- Subtipos de cáncer de mama 

 

Existen diversas clasificaciones en CaMa, una de ellas considera el origen celular 

que da inicio a la enfermedad, mientras que la otra, está dada por la expresión de 

patrones moleculares que presenta, lo que nos ayuda a entender la patología. 

Además, estas clasificaciones son necesarias para la elección del mejor 

tratamiento. De acuerdo al origen celular, se identifican en:  

 Carcinoma ductal, el cual comienza en un conducto lácteo de la glándula. El 

carcinoma ductal in situ (DCIS), limita su crecimiento al conducto sin invadir 

más allá de la lámina basal y el carcinoma ductal invasivo (IDC) penetra a 

través de la pared del conducto, crece en el tejido adiposo y puede 

propagarse; es el tipo más común de CaMa [46]. 

 Carcinoma lobular, este comienza en las glándulas productoras de leche 

(lobulillos). El carcinoma lobular in situ, es una lesión poco frecuente, no 

hay evidencia de  que progrese a una forma invasiva; por otra parte el 

carcinoma lobular invasivo (ILC) puede propagarse a otros tejidos [46]. 

 

De acuerdo a la expresión genética, existe la clasificación del CaMa basada en 

características moleculares, dividiéndose en los siguientes subtipos: 

 Luminal A y luminal B: Los tipos luminales son positivos para receptores 

hormonales (estrógeno y progesterona). El cáncer de tipo luminal A es 

negativo para la sobreexpresión de HER2 (receptor del factor de 

crecimiento epidermal 2), es de bajo grado, suele crecer con lentitud y tiene 

buen pronóstico, El cáncer de tipo luminal B, es positivo para la 

sobreexpresión de HER2, generalmente crece con mayor rapidez que los 

luminal A y el pronóstico es menos favorable.  

 Tipo HER2: Este tipo de cáncer tiene copias adicionales del gen HER2 y en 

algunas ocasiones de otros genes relacionados con HER2 (como GRB7 y 

PGAP3). El tumor crece rápidamente y tiene mal pronóstico, aunque el 

tratamiento con anticuerpos dirigidos a HER2 es altamente exitoso. Sin 



 

14 
 

embargo, el porcentaje de recaída es mayor en este subtipo de cáncer que 

en los de tipo luminal A [46, 47]. 

 Tipo basal: Es un cáncer triple negativo (negativo para receptor de 

estrógeno, progesterona y sobreexpresión de HER2). Es el menos 

frecuente, sin embargo, es el más común con mutaciones en mujeres en el 

gen BRCA1 y en mujeres jóvenes de raza negra. Es un cáncer de alto 

riesgo crece rápidamente, tiene mal pronóstico y poca afectividad de los 

tratamientos [46, 47] 

 

Estas clasificaciones han permitido una administración de tratamientos más 

adecuada y personalizada para cada paciente. Sin embargo, se necesitan más 

investigaciones sobre los mecanismos que involucran el desarrollo de esta 

patología [46, 47] 

III.6.- Ácido linoleico y cáncer. 

 

Los ácidos grasos son los componentes estructurales básicos de los triglicéridos 

celulares, moléculas donde los extremos carboxílico (-COOH) de tres ácidos 

grasos se esterifican con cada uno de los grupos hidroxilo (-OH) del glicerol 

(glicerina, propanotriol); siendo los triglicéridos almacenados en el tejido adiposo 

[48]. Además, se encuentran también en los fosfolípidos y los ésteres de 

colesterol. Entre éstos, destacan los ácidos grasos esenciales (EFAs), los cuales, 

no pueden ser producidos de forma endógena, por lo cual deben ser obtenidos de 

la dieta y son necesarios para la vida [49, 50]. Los ácidos grasos, desempeñan 

funciones de suma importancia en los seres vivos, regulando diversos procesos 

biológicos como el metabolismo, el crecimiento y la diferenciación celular [51-53]. 

Existen dos tipos principales de EFAs, los de la serie ω-6 y los de la serie ω-3; 

entre éstos, el ácido graso ω-6 más importante debido a su alto consumo, es el 

ácido linoleico (AL), un ácido graso poli-insaturado de dieciocho carbonos con dos 

instauraciones en los carbonos nueve y doce. Se encuentra en grandes 

cantidades en el aceite de maíz, aceite de girasol, aceite de soya y aceite de 
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cártamo [48]. El AL, así como otros ácidos grasos, regula procesos biológicos 

como el metabolismo, el crecimiento y la diferenciación celular. Por otro lado, es 

capaz de inducir respuestas inflamatorias anormales contribuyendo a diversas 

enfermedades crónicas. Así mismo, estudios epidemiológicos y en modelos 

animales han relacionado la ingesta de AL con tumorigénesis primaria donde 

incrementa la proliferación de células tumorales mamarias en cultivo [54].  

Los ácidos grasos ejercen sus funciones directamente a través de receptores 

acoplados a proteínas G (GPCRs). Se ha descrito un grupo de receptores de 

ácidos grasos acoplados a proteínas G que se encargan de regular diversos 

procesos biológicos, estos son FFAR1 (receptor de ácidos grasos libres 1, 

anteriormente denominado como GPR40), FFAR2 (anteriormente denominado 

GPR43), FFAR3 (anteriormente GPR41) y FFAR4 (anteriormente GPR120) [55]. 

FFAR2 y FFAR3 son activados por ácidos grasos de cadena corta; mientras que 

FFAR1 y FFAR4 son activados por ácidos grasos de cadena mediana y larga [56]. 

Estos receptores se encuentran acoplados a proteínas Gi/G0 y Gq/G11 [57], por lo 

que su activación con sus respectivos ligandos resulta en la activación de diversas 

vías de señalización con múltiples efectos biológicos [54, 58]. Además, se ha 

reportado que FFAR1 y FFAR4 están expresados en líneas celulares de cáncer de 

mama y su presencia en estas células está asociada con la activación de vías de 

señalización que dan como resultado la promoción de migración y metástasis [59, 

60]. El microambiente tumoral es una estructura dinámica, que se rige 

principalmente por las señales que envían las células tumorales al resto de células 

que conforman dicho microambiente, esta comunicación (célula-célula) propicia el 

progreso de la enfermedad. Sin embargo, recientemente, se ha documentado un 

nuevo mecanismo de comunicación celular de larga distancia que media a la 

progresión tumoral, a través de la comunicación mediada por vesículas 

extracelulares (VEs), las cuales remodelan el nicho y dirigen la metástasis [61-63]. 
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III.7.- Vesículas Extracelulares (VEs). 

III.7.1.- Tipos de VEs 

 

La comunicación celular es necesaria para regular procesos celulares como la 

sobrevivencia y el mantenimiento de la homeostasis. Se ha descrito que estos 

eventos pueden estar siendo regulados mediante la interacción célula-célula o a 

través de la secreción de moléculas solubles. Sin embargo, recientemente, 

diversos estudios han demostrado un nuevo mecanismo de comunicación 

intercelular mediado por fragmentos esféricos de membrana denominadas VEs, 

las cuales son secretadas por diferentes tipos de células y son capaces de 

comunicar  a distancias cortas y largas [62-66]. Las VEs están involucradas en 

procesos de comunicación celular así como en otros procesos fisiológicos como 

coagulación, inflamación, respuesta inmune, mantenimiento de troncalidad, 

además de procesos patológicos, entre ellos el cáncer [67]. Las VEs contienen en 

su membrana fosfolípidos, proteínas transmembranales y componentes proteicos 

de las balsas lipídicas; mientras que en el interior de las VEs se encuentran 

diversas proteínas intracelulares, segundos mensajeros y material genético que 

puede ser empaquetado y distribuido dentro de las VEs. Como consecuencia de 

esto, las propiedades y el papel biológico de las VEs pueden diferir dependiendo 

de la célula parental [68].  

Las VEs son aisladas en el sobrenadante de células de cultivos celulares y de 

fluidos biológicos, incluyendo plasma, orina, leche materna, sangre, saliva, semen, 

bilis, fluido amniótico, fluido cerebroespinal y fluidos ascíticos [62], teniendo como 

cargo una gran variedad de moléculas de señalización que pueden ser 

transferidas hacia una amplia gama de células blanco, alterando su 

comportamiento [62]. La secreción de VEs puede ser de manera constitutiva o 

bien a través de la activación celular mediada por agonistas solubles, por estrés 

químico o físico como son el estrés oxidativo y la hipoxia [69]. Se han propuesto 

varios mecanismos de comunicación intercelular mediada por VEs, los cuales 

describen que las VEs pueden interaccionar directamente con células blanco, 

resultando en su captura y endocitosis, posteriormente sus componentes pueden 
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ser reciclados a la superficie celular; o bien a través de la interacción de moléculas 

de señalización que funcionan como ligando para diversos receptores de 

superficie, que una vez que interaccionan pueden inducir la activación de 

cascadas de señalización que promueven una respuesta en las células blanco. 

Además, las VEs pueden fusionarse con la membrana plasmática de las células 

blanco liberando su contenido hacia el espacio intracelular. Por otra parte, también 

se ha descrito que las VEs secretadas pueden fragmentarse en el espacio 

extracelular liberando su contenido y alterando la MEC [63]. De acuerdo a su 

biogénesis y tamaño las VEs se han clasificado en cuerpos apoptóticos, exosomas 

y microvesículas las cuales exhiben funciones biológicas pleiotrópicas [62, 70]. 

Los exosomas son vesículas membranosas de origen endocítico que son 

liberados por una gran variedad de tipos celulares al espacio extracelular, con un 

tamaño promedio de 40 a 100 nm. La biogénesis de los exosomas incluye un 

proceso común en las células que involucra la vía endocítica, un mecanismo 

altamente dinámico [62, 71]. Los endosomas tempranos maduran a endosomas 

tardíos, durante este proceso acumulan vesículas intraluminales (ILV). En la 

formación de los cuerpos multivesiculares (MVB) se engloban proteínas, ácidos 

nucleicos y lípidos del citoplasma; existe evidencia de que la composición de los 

exosomas influye en la ruta de tránsito. Aquellos ricos en colesterol se dirigen 

hacia la membrana plasmática (cuerpos multivesiculares exocíticos), donde se 

fusionan y liberan su contenido (las vesículas intraluminales) al espacio 

extracelular, denominándose exosomas (figura 3). A diferencia de los carentes en 

colesterol, en donde los cuerpos multivesiculares pueden dirigirse a los lisosomas 

(cuerpos multivesiculares degradativos) [67]. Se ha reportado que los complejos 

de direccionamiento endosomal requeridos para el transporte (ESCRTs) 

(complejos multiprotéicos) están involucrados en los mecanismos que gobiernan la 

biogénesis/degradación de los cuerpos multivesiculares de manera dependiente 

de la ubiquitinación [72]. Este complejo se compone de aproximadamente 30 

proteínas que se ensamblan en 4 complejos (ESCRT 0, I, II y III) con proteínas 

asociadas (por ejemplo VTA1 y ALIX); estos procesos requieren del citoesqueleto 

(actina y microtúbulos), proteínas motoras (dineína, kinesina y miosinas) y 
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maquinaria de fusión (SNAREs y factores de anclaje), aunque la maquinara 

implicada en la liberación de los MVB aún está en una etapa temprana de 

comprensión [73]. La participación de proteínas Rab GTPasas en la secreción de 

exosomas es importante debido a que se ha reportado que Rab 11 (ubiquitin 

ligasa) se requiere para su secreción; así como Rab27 y Rab35 están 

involucradas en el transporte y liberación de exosomas [64]. Por otra parte, el 

aumento en la secreción de exosomas por células tumorales es inducido por la 

sobreexpresión de Rab3D [74]. Así mismo, el microambiente acido de los tumores 

estimulan la liberación de exosomas y mejora su capacidad de fusión con la célula 

blanco; la captación se logra a través de endocitosis, mediante la interacción 

ligando-receptor o por fusión directa [62, 75-77] 

Las microvesículas son más grandes que los exosomas con un tamaño de 100 a 

1000 nm y la formación de éstas inicia con la gemación de pequeñas protrusiones 

citoplasmáticas seguido por su desprendimiento de la superficie celular.  Este 

proceso es dependiente del influjo de calcio, de la proteína calpaína y de la 

reorganización del citoesqueleto [78]. Los niveles intracelulares de iones calcio 

modifican la asimetría de los fosfolípidos de la membrana plasmática por inducir la 

activación de enzimas específicas como flipasa, flopasa y escramblasa. El 

incremento en iones calcio inhibe la translocasa e induce la activación de 

escramblasa que transloca fosfatidilserina de la monocapa interna a la monocapa 

externa de la membrana plasmática, favoreciendo que las microvesículas 

expongan en la superficie, fosfatidilserina y son enriquecidos en proteínas 

asociadas a balsas lipídicas. Además, la vía intracelular que activa la 

reorganización del citoesqueleto induce la liberación de microvesículas. Esto lo 

hace a través de los iones calcio mediante la activación de calpaína que degrada a 

talina y activina. Así mismo, la gelsolina degrada a proteínas de unión a los 

extremos de los filamentos de actina, favoreciendo así, la reorganización del 

citoesqueleto. De la misma manera, dependiendo de la célula origen y del 

mecanismo de formación, las microvesículas varían de acuerdo a su composición 

molecular y tamaño [62]. 
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Figura 3. Formación y liberación de exosomas y microvesículas. En los endosomas tempranos, las 

proteínas pueden ser recicladas a la membrana plasmática o secuestradas en vesículas intraluminales dentro 

de los cuerpos multivesiculares (MVB). Los MVB pueden seguir una ruta degradativa hacía lisosomas o una 

ruta exocítica liberando exosomas hacía el espacio extracelular. Las microvesículas son liberadas por un 

proceso de gemación o de formación de brotes desde la membrana plasmática. Tomada y modificada de 

Mathivanan, S., 2010 [67]. 

III.7.2.- VEs y su papel en el desarrollo del cáncer   

 

Las VEs no son liberadas exclusivamente por las células cancerosas, también las 

células del estroma las pueden liberar contribuyendo a la progresión y metástasis 

de las células tumorales [79]. Así mismo, las células cancerosas son capaces de 

influir en el comportamiento de las células estromales que rodean al tumor 

primario, promoviendo alteraciones en la composición de la matriz extracelular 

(MEC) e induciendo invasión celular, evasión del sistema inmunológico, 

sobrevivencia celular, vascularización y metástasis [80, 81]. 

Durante el proceso invasivo, las células cancerosas continuamente alteran sus 

moléculas de adhesión en la superficie celular induciendo cambios en las 

interacciones célula-célula y célula-MEC adaptando el microambiente tumoral 

durante la invasión y la metástasis. Las moléculas de adhesión son reguladas a 

nivel de transcripción, traducción, distribución, endocitosis y degradación. Sin 

embargo, algunas de estas moléculas pueden ser liberadas al espacio extracelular 
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a través de VEs, regulando de esta manera la adhesión celular, migración e 

invasión de las células tumorales [82]. 

La degradación de la MEC es esencial para promover el crecimiento tumoral y la 

metástasis. Las VEs tumorales pueden contener proteasas que pueden ser 

liberadas para degradar la MEC y promover la invasión. Algunas MMPs, tales 

como MMP2, MMP9, MT1-MMP así como sus zimógenos, el activador de 

plasminógeno tipo urocinasa (uPA) y el factor estimulador de colagenasa derivado 

de células tumorales humanas (EMMPRIN) han sido descritas en VEs tumorales, 

sugiriendo su participación en la progresión del cáncer [83-85]. 

La evasión del sistema inmunológico es un mecanismo de escape muy 

conveniente para las células tumorales, manteniendo estrategias reguladas por la 

comunicación mediada por VEs. Trabajos recientes demuestran que las células 

cancerosas secretan VEs que contienen al inhibidor de complemento CD46, el 

cual promueve la inactivación de las proteínas del complemento C4b y C3b 

minimizando la inflamación del microambiente y por tanto, evadiendo la respuesta 

inmune anti-tumoral. Por otra parte, VEs derivadas de diversas células cancerosas 

exponen el ligando de Fas (CD95L), el cual induce la apoptosis de células T y 

disminuye la función de la respuesta inmune adaptativa [86-88].  

La aplicación de tratamientos oncológicos tiene como objetivo reducir el tamaño 

de tumor y/o detener la progresión tumoral. Sin embargo, las células tumorales se 

seleccionan por mecanismos de resistencia al tratamiento. Estudios han 

demostrado que la sobrevivencia de células tumorales se lleva a cabo mediante la 

expulsión de drogas a través de las VEs. Específicamente los estudios 

documentados fueron realizados en células cancerosas resistentes a doxorubicina 

y al cisplatino, donde encontraron que las células liberan grandes cantidades de 

estas sustancias asociadas a VEs, por lo que la liberación de VEs contribuye a la 

supervivencia celular [89, 90]. 

III.7.3.- VEs, angiogénesis y cáncer.   

 

El sistema vascular es importante para el transporte de gases, líquidos, nutrientes, 

moléculas de señalización, desechos y células inmunes que circulan por los 



 

21 
 

tejidos y órganos, siendo fundamental para la comunicación intercelular que 

garantiza el mantenimiento saludable de un organismo y la sobrevivencia de las 

células que lo constituyen [91-93]. Está formado por células endoteliales que 

recubren el interior de la superficie vascular, manteniendo la homeostasis del 

organismo sano. [91, 92].          

Durante el desarrollo embrionario, los vasos sanguíneos son formados de novo a 

partir de precursores de células endoteliales (angioblastos) que se ensamblan 

dando lugar a un plexo capilar primario, este proceso es conocido como 

vasculogénesis [92]. Posterior a esta formación primaria, la red vascular se 

extiende por un proceso de surgimiento, ramificación y remodelado de arterias y 

venas, formando una red vascular más elaborada y madura, proceso conocido 

como angiogénesis. La estabilización de la red vascular se produce por 

reclutamiento de pericitos y células musculares lisas que envuelven los nuevos 

vasos, proporcionándoles estabilidad y regulando la perfusión [92, 94, 95].  

La angiogénesis es por lo tanto una morfogénesis vascular que involucra la 

ramificación de células endoteliales formando una nueva red vascular. La 

angiogénesis es un evento estrechamente regulado que incluye la participación de 

integrinas, quimiocinas, angiopoyetinas y agentes de detección de oxigeno [96]. 

Una vez que las señales pro-angiogénicas como el FGF, VEGF y EGF activan los 

receptores de células endoteliales, éstas liberan proteasas para degradar la 

membrana basal, luego proliferan y migran formando nuevas ramificaciones a una 

velocidad de varios milímetros por día [97]. Las células endoteliales depositan una 

nueva membrana basal y secretan factores de crecimiento, como el factor de 

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) que atrae a las células de soporte 

como pericitos, garantizando la estabilidad del nuevo vaso sanguíneo [98]. Este es 

un proceso complejo que involucra la acción concentrada de muchos factores 

más, como las angiopoyetinas y las efrinas, que actúan sobre receptores 

específicos para regular la estabilidad de los vasos [99]. 

En condiciones fisiológicas, tales como el desarrollo embrionario, el crecimiento 

normal de tejidos, el ciclo menstrual de la mujer y eventos de reparación de 

heridas, la angiogénesis ocurre de manera gradual involucrando la 
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desestabilización de vasos, la migración de células endoteliales, proliferación, el 

brote, la estabilización y organización de los nuevos vasos. Sin embargo, la 

angiogénesis tumoral difiere en que los vasos están altamente desordenados, no 

obstante el desarrollo de estos es crítico para el crecimiento tumoral, 

proporcionando nutrientes esenciales; oxígeno y factores de crecimiento, además 

de proporcionar un conducto para eliminar los desechos [100, 101] 

Una diversidad de mecanismos moleculares y vías de señalización han sido 

involucradas directa o indirectamente en la inducción de angiogénesis en estadios 

tempranos y tardíos del desarrollo tumoral. Diversos tipos celulares del entorno del 

tumor contribuyen a la producción de factores proangiogénicos (activadores), 

difundiéndose en el microambiente tumoral y logrando la activación de las células 

endoteliales de la vasculatura próxima al tumor. Entre ellos, las propias células 

tumorales, las células del estroma y las células del sistema inmune. [102, 103]. 

Diferentes grupos de investigación han identificado una extensa variedad de 

cargos proangiogénicos en VEs tumorales favoreciendo el crecimiento, 

sobrevivencia y metástasis de las células tumorales, entre los cuales se 

encuentra: el ligando de Nocth1 (Delta-like4), tetraspaninas CD9, TSPAN8, locus-

1 de desarrollo endotelial (DEL-1), lactaderina (MFGE8), interleucinas como IL-6 e 

IL-8, angiogenina, VEGF, FGF, inhibidores de MMPs como TIMP1 y TIMP2, miR-

210, TGF-β, miembros de la familia Wnt entre otros [79, 104-106].  

Inicialmente se demostró que los lípidos presentes en las microvesículas afectan 

la migración de células endoteliales y potencian la angiogénesis. Como 

mecanismo propusieron y demostraron que la esfingomielina, un componente 

principal identificado en microvesículas secretadas por la línea celular de 

fibrosarcoma HT1080, junto con VEGF, confieren propiedades inductoras de 

angiogénesis en las células endoteliales [107]. Años más tarde se reportó que los 

exosomas de pacientes con glioblastoma, estimulan la angiogénesis debido a que 

modifican el perfil de traducción de las células endoteliales de cerebro humano 

(HBMVEC) al transferir exosomas que contienen moléculas proangiogénicas como 

FGF, IL-6, IL-8, TIMP-1, VEGF y TIMP-2 [108]. 
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Además, se ha destacado la importancia de la hipoxia sobre el efecto angiogénico. 

En glioblastoma, la hipoxia potenció el efecto proangiogénico de los exosomas y 

modificó su contenido. Curiosamente, los exosomas secretados en condiciones 

hipóxicas potenciaron la angiogénesis al incrementar la longitud de vasos 

formados en comparación con exosomas normóxicos, además de potenciar la 

proliferación de células endoteliales. [109]. 

 Feng y colaboradores demostraron la asociación de una nueva forma de 

VEGF90KD a las MVs secretadas por células tumorales mamarias, las cuales 

favorecen la actividad angiogénica a través de la activación del receptor a factor 

de crecimiento endotelial vascular (VEGFR) en células HUVEC, además del 

crecimiento tumoral en modelos in vivo [110]. Así mismo, se ha demostrado que 

las VEs tumorales pueden transferir la forma truncada y constitutivamente activa 

de EGFR variante III (EGFRvIII) a células endoteliales circundantes que no lo 

expresan, regulando así la expresión del VEGFR y su ligando VEGF para inducir 

angiogénesis [111]. Adicional a la evidencia anteriormente demostrada, se ha 

reportado que las VEs contienen ARNm que codifican para factores de crecimiento 

tales como VEGF y HGF, los cuales son transferidos a monocitos y de esa manera 

inducen la síntesis de estos factores de crecimiento y por consecuencia la 

angiogénesis [112-115].  

Con respecto al enfoque clínico, Estudios han reportado que las células tumorales 

pueden liberar grandes cantidades de VEs, por lo que el número de VEs 

circulantes en sangre se encuentra incrementado en pacientes con cáncer en 

comparación con individuos sanos y esto se correlaciona con un mal pronóstico 

[62, 65, 116, 117] Además, el número, origen celular y composición depende del 

estadio de la enfermedad [63]. En cáncer de ovario se ha concluido que, la etapa 

clínica en la que se encuentre el paciente es fundamental para la inducción de 

angiogénesis, demostrándose que el contenido de los exosomas derivados del 

cáncer de ovario de alto riesgo (displasia moderada a severa) tiene un profundo 

impacto en la angiogénesis, comparado con el cáncer de ovario de bajo grado 

(displasia leve). Señalando que ATF2 y MTA1 desempeñan un papel clave en 

dicho proceso [118]. Concretamente, las VEs tumorales pueden participar en la 
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regulación de varios procesos celulares asociados al cáncer como: la 

sobrevivencia, resistencia a agentes quimioterapéuticos antitumorales, evasión de 

la respuesta inmune, remodelación de la MEC, migración, invasión, angiogénesis 

y metástasis [90, 119]. Sin embargo, no han sido extensamente esclarecidos los 

mecanismos moleculares que conducen a la angiogénesis tumoral a través de 

VEs derivadas de tumor mamario y el papel tan importante de los ácidos grasos 

ω-6 durante la progresión tumoral. 

III.8.- Vía de señalización Wnt 

 

La vía de Wnt juega un papel decisivo en los procesos de regulación, 

diferenciación, proliferación y muerte celular; como consecuencia, está involucrada 

en numerosas anormalidades del desarrollo embrionario, del crecimiento y la 

homeostasis. Las proteínas Wnt comprenden una gran familia de 

lipoglicoproteínas de secreción transductores de señales, que se unen a GPCRs 

denominados Frizzled (Fzd) y a proteínas relacionadas con receptores de 

lipoproteínas de baja densidad (LRP) tipo 5 o 6 [120]. En la actualidad, existen 

reportados 19 ligandos homólogos Wnt, agrupados en función de su homología de 

aminoácidos más que por su funcionalidad. Todos estos ligandos presentan una 

secuencia señal de secreción y un patrón conservado de 22 a 23 cisteínas, 

además de diversos sitios de glicosilación y, ordinariamente, un sitio de lipidación 

(palmitoilación). La complejidad de esta vía radica en que cada ligando tiene la 

capacidad de unirse a diferentes receptores. Actualmente se han descrito 10 

receptores Fzd [120].  

La vía de señalización Wnt es un mecanismo fundamental que regula la 

proliferación y la polaridad, así como también determina el destino de las células 

durante el desarrollo embrionario y la homeostasis de los tejidos [121]. La 

señalización intracelular activada por Wnt ocurre de dos maneras: la forma 

canónica (Wnt/β-catenina) la cual involucra a la β-catenina como intermediario 

principal y es altamente conservada en la evolución, y la forma no canónica que a 

su vez se ha dividido en dos vías que no involucran a β-catenina [122]: Wnt/PCP 
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(Polaridad Celular Plana) que modula elementos del citoesqueleto [123] y, 

Wnt/Ca2+ que conduce a la liberación de calcio intracelular afectando la actividad 

de las cinasas moduladas por calcio [124]. 

III.8.1.- Vía de señalización Wnt/ β-catenina y cáncer de mama 

 

La reducción en la expresión de E-cadherina en células epiteliales produce la 

liberación de la proteína β-catenina, un componente de las uniones adherentes y 

un efector clave de la vía de señalización Wnt. β-catenina es una proteína 

multifuncional que pertenece a la familia de proteínas Armadillo, el gen que 

codifica para β-catenina en el humano, CTNNB1, se encuentra localizado en la 

región cromosómica 3p22p21.3 y la proteína tiene un peso molecular de 92 kDa. 

La unión de β-catenina a las cadherinas es esencial para la adhesión intercelular, 

ya que esta proteína protege al domino citoplasmático de las cadherinas de una 

degradación rápida, aumenta la eficiencia del transporte del retículo a la superficie 

celular y recluta a α-catenina a los sitios de contacto célula- célula para permitir la 

interacción con el citoesqueleto de actina. Mientras que la proteína β-catenina que 

se encuentra libre en el citoplasma, es fosforilada por un complejo multiprotéico 

formado por la caseína cinasa 1 (CK1), la glucógeno sintasa cinasa 3β (GSK3β), 

la proteína de Poliposis Adenomatosa de Colon (APC) y la axina. Este complejo 

induce la fosforilación secuencial de β-catenina, primer por CK1α en la Ser-45 y 

luego por GSK3β  las  Ser-33, Ser-37 y Thr-41, lo que permite su reconocimiento 

por la ubiquitin-ligasa β-TrCP, un componente del complejo de ubiquitinación E3, 

ser poliubiquitinada y posteriormente degradada en el proteosoma 26S [125, 126]. 

La vía de señalización Wnt es activada por la unión de éstas al receptor Fzd y su 

correceptor LRP. Esos receptores potencian la actividad de la señalización 

liberando una proteína conocida como Disheveled (Dsh). Tanto los receptores Fzd 

y RLP como Dsh pueden antagonizar al complejo de axina en múltiples niveles. 

Dsh puede inhibir la actividad de GSK3β resultando en una disminución de la 

fosforilación de axina y su unión a β-catenina, mientras que RLP activa, puede 

unirse a axina, lo que destruye el complejo de andamiaje necesario para que β-

catenina sea marcada para su degradación [127]. La inhibición de la degradación 
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de β-catenina resulta en su acumulación citoplasmática y su translocación al 

núcleo en donde interacciona con factores de transcripción de la familia del factor 

potenciador del linfocito (LEF)/ factor de la célula T (TCF). Una vez que β-catenina 

se une a TCF/LEF, las regiones amino y carboxilo terminal de β-catenina reclutan 

complejos remodeladores de la cromatina que promueven la actividad 

transcripcional, activando la expresión de ciclina D1, c-Myc, MMP-2 y 9, Twist, 

proteínas involucradas en proliferación, migración, invasión y morfogénesis de las 

células [128-132]. 

Debido a la importancia de las diversas funciones biológicas de la vía de 

señalización Wnt, es fácil imaginar que defectos en la regulación de esta, 

conduzcan al desarrollo de enfermedades humanas, incluyendo algunos tipos de 

cáncer, como el cáncer de colon y el de mama. 

En diversas líneas celulares cancerosas se ha observado que la maquinaria de 

degradación de β-catenina se encuentra disfuncional debido a mutaciones en 

algunos de sus miembros, lo que también permite la acumulación nuclear de esta 

proteína [132]. Particularmente, en tumores mamarios, alrededor del 60% 

presentan elevada actividad transcripcional de β-catenina, observándose en 

ciertas líneas celulares de cáncer mamario un alto rango de proliferación, 

migración y expresión de proteasas degradadoras de matriz extracelular. Es por 

esto que, la presencia de β-catenina nuclear es considerada un factor de mal 

pronóstico en este tipo de tumor [133]. En cáncer de mama triple negativo la vía 

de señalización Wnt/β-catenina se encuentra muy activa [134], reportándose la 

sobreexpresión del receptor de Wnt, FZD7 [135].  El silenciamiento de FZD7 en 

los modelos celulares de cáncer de mama triple negativo, reduce la expresión de 

los genes blanco de la vía Wnt, inhibe la tumorigenicidad in vitro y retarda la 

capacidad de las células MDA-MB-231 para formar tumores en los ratones [136]. 

Estos datos sugieren que los ligandos Wnt participan en la promoción del 

desarrollo del cáncer de mama triple negativo.  

Numerosos estudios han reportado que la desregulación de la vía Wnt/β-catenina 

contribuye en la expresión de VEGF y a la angiogénesis tumoral. Así mismo, esta 

vía de señalización influye en la permeabilidad vascular en células HUVEC  [137, 
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138]. Además, mutaciones en el dominio N-terminal de β-catenina, conducen a la 

estabilidad de la proteína, incrementando los niveles proteicos de la misma e 

induciendo su translocación al núcleo. Sin embargo, mutaciones de proteínas de la 

vía de Wnt que alteran la estabilidad de β-catenina no es el único factor que 

contribuye a la activación de esta proteína, debido a que también se puede activar 

por vías independientes a través de factores de crecimiento incluyendo EGF, FGF, 

HGF, IGF-I, IGF II e insulina. Por ejemplo, EGF o HGF inducen la activación de β-

catenina para estimular la motilidad celular. El estímulo con EGF, permite que la 

proteína β-catenina escape de la degradación en el citoplasma y se transloca al 

núcleo para transactivar la expresión de genes implicados en migración e invasión 

tumoral [139, 140]. Así mismo, se han descrito nuevos sitios de fosforilación de β-

catenina en su extremo carboxilo terminal en Ser-552 y Ser-675. En células de 

musculo liso vascular (VSMC), el ATP induce la fosforilación endógena de β-

catenina en ambos residuos de serina mediada por PKA promoviendo la 

interacción con TCF-4, lo que resulta en un incremento en la actividad 

transcripcional [141]. Aunado a este antecedente se demostró que AKT que es 

activada rio debajo de la señalización de EGFR, induce  la fosforilación de β-

catenina en Ser-552 in vitro e in vivo causando la disociación de contactos célula-

célula y su posterior acumulación en el citoplasma y núcleo, incrementando la 

actividad transcripcional y promoviendo la invasión de células tumorales, indicando 

que la regulación de β-catenina dependiente de AKT juega un papel crítico en el 

desarrollo tumoral [140]. 

Respecto a la participación de esta vía de señalización y su asociación con VEs; 

recientemente el grupo del Dr. Zhe Huang demostró la participación de esta vía en 

angiogénesis tumoral a partir de exosomas obtenidos de células de cáncer 

colorrectal en condiciones hipóxicas, los cuales una vez colocados en contacto 

con células HUVEC, incrementan los niveles proteicos de Wnt4 y β-catenina 

además de favorecer eventos de migración, proliferación y angiogénesis [142]. Sin 

embargo, hasta el momento se desconoce el mecanismo de la regulación de β-

catenina independiente de Wnt en la comunicación intercelular mediada por la 

secreción de vesículas extracelulares que pudieran estar favoreciendo la 
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angiogénesis tumoral mediante el estímulo con AL sobre líneas celulares 

tumorales mamarias.  
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IV JUSTIFICACIÓN 

 

El cáncer mamario es el tumor maligno más frecuente y la principal causa de 

muerte en mujeres de todo el mundo, la incidencia y mortalidad causada por esta 

neoplasia cada vez va en aumento estimándose un millón de casos nuevos cada 

año, razón por la cual es considerada un importante problema de salud pública en 

países desarrollados y en vías de desarrollo. Diversos estudios indican que una 

dieta rica en ácidos grasos incrementa el riesgo de desarrollar cáncer de mama. 

Particularmente, el AL es un ácido graso poliinsaturado esencial y uno de los más 

abundantes en la dieta y su ingesta se ha relacionado con la progresión tumoral, 

promoviendo procesos como proliferación, migración e invasión. Por otro lado, la 

angiogénesis es un proceso esencial durante el crecimiento tumoral y la 

metástasis. Durante este proceso participan de manera conjunta diversos 

mecanismos moleculares de comunicación celular. En las últimas décadas, se ha 

descrito la comunicación celular mediada por VEs como un mecanismo importante 

en la progresión del cáncer. Estas VEs pueden ser liberadas por las células 

tumorales encontrándose en la sangre de las mujeres con cáncer de mama, 

transfiriendo diversas moléculas de señalización que favorecen el crecimiento 

tumoral, migración e invasión. Diversos estudios han reportado que la 

desregulación de la vía Wnt/β-catenina contribuye en la progresión tumoral, 

particularmente, se han descrito fosforilaciones no canónicas en residuos de Ser 

552 y Ser 675 de β-catenina que favorecen la desregulación tumoral. Por lo cual, 

es de gran importancia estudiar si el AL es capaz de promover la secreción de 

VEs que contengan cargos proangiogénicos en células de cáncer mamario MDA-

MB-231 y en modelos in vivo, que involucren la participación de la vía Wnt-β-

catenina en los mecanismos celulares y moleculares que regulan la angiogénesis 

tumoral. Por ello, es de particular interés analizar las moléculas bioactivas 

presentes en VEs participantes en la progresión tumoral, puesto que su análisis 

posibilitaría el desarrollo de técnicas diagnósticas complementarias que permitan 

la detección temprana de cáncer mamario.  
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V HIPÓTESIS 

 

Las VEs secretadas por células tumorales mamarias estimuladas con AL y de 

plasma de mujeres con cáncer de mama, al interactuar y/o fusionarse con células 

endoteliales promueven  procesos celulares relacionados con la angiogénesis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

31 
 

 VI OBJETIVOS 

 

VI.1.- Objetivo general 

Evaluar el efecto del AL en la secreción de VEs provenientes de células tumorales 

mamarias y de plasma de pacientes con cáncer de mama sobre procesos 

angiogénicos en células endoteliales.  

VI.2.- Objetivos específicos 

 Demostrar si las VEs obtenidas de células MDA-MB-231 estimuladas con 

AL ejercen efectos pro-angiogénicos (proliferación, migración, invasión y 

angiogénesis). 

 Determinar si el AL induce la fosforilación de β-catenina (Ser-552 y Ser-675) 

dentro de VEs y favorece cambios en su localización sobre células MDA-

MB-231. 

 Determinar si la migración en células endoteliales inducida por VEs 

obtenidas de células MDA-MB-231 estimuladas con AL es dependiente de 

la señalización  mediada por GPR40, GPR120 y β-Catenina. 

 Estudiar el efecto que inducen las VEs obtenidas de células MDA-MB-231 

estimuladas con AL respecto a los niveles proteicos de Wnt5a, Wnt3a p-Src 

(Tyr-418) y p-FAK (Tyr-397) en células HUVEC. 

 Determinar si VEs de pacientes con CaMa inducen efectos pro-

angiogénicos y si tienen diferencias proteicas de β-catenina fosforilada y 

otros cargos con respecto a VEs de mujeres sin cáncer mamario. 
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VII MATERIALES Y MÉTODOS 

 

VII.1.- Sustancias químicas y reactivos. 

El estímulo celular se prepara a partir de la solución stock de ácido linoleico 

(Sigma Aldrich, Cat. L8134), en alícuotas a una concentración de 90 mM utilizando 

como diluyente metanol, las alícuotas son almacenadas a -20 °C. El anticuerpo 

anti-CD9 (Ab) fue de Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). El factor de 

crecimiento anti-fibroblastos (FGF) Ab efue de Cell Signaling Technology 

(Camarillo, CA). AH7614 fue de TOCRIS (Minneapolis, MN). Ab anti-flotillina-2 y 

BD Matrigel fue de BD Biosciences (Bedford, MA). Ab anti-factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGF), Ab anti-factor de crecimiento epidérmico (EGF), Abs 

fosfoespecífico contra tirosina (Tyr) -397 de FAK (anti-p-FAK) y contra Tyr-418 de 

Src, Ab fosfoespecífico contra Ser 552 (Bioassay Technology Laboratory) y 675 

(invitrogen) de β-catenina, Ab anti-Wnt3a y Wnt5a (abcam), proteína recombinante 

de VEGF humano (VEGFrh), la proteína recombinante EGF humana (EGFrh) y la 

proteína recombinante FGF humana (FGFrh) fueron de Invitrogen (Thermo Fisher 

Scientific, Inc). Anti-actin Ab fue proporcionado por el Dr. Manuel Hernandez 

(CINVESTAV-IPN). Para ensayos de migración se utilizó mitomicina C 

previamente diluida en medio de cultivo y almacenada a 4 °C. (Sigma Aldrich, Cat. 

50-07-7). 

VII.2.- Material biológico 

Material biológico Características 

 

Células MDA-MB-231 Línea celular humana invasiva de cáncer mamario.  

 

Células HUVEC  Línea celular transformada derivada del endotelio de la 

vena umbilical humana. 
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Plasma sanguíneo 

 

Plasma obtenido de mujeres mexicanas con cáncer 

mamario sin tratamiento médico previo y de  

mujeres sanas (grupo control) 

 

VII.3.- Características de los pacientes. 

 

Se obtuvieron muestras de sangre total de 37 mujeres con cáncer de mama 

(promedio de edad 52.08 años, con rango de edad 23-72 años) en diferentes 

estadios clínicos de la enfermedad sin tratamiento médico previo. El grupo control 

estuvo integrado de 31 mujeres sanas (edad promedio 48.6 años, intervalo de 

edad entre 26 a 77 años). Todas las participantes firmaron la carta de 

consentimiento informado y el comité de ética del ISSSTE Hospital Regional 1° de 

Octubre y el Instituto Nacional de Cancerología aprobaron el protocolo de estudio 

en dichas instituciones. 

VII.4.- Cultivos celulares 

 

Las células triple negativo de cáncer de mama MDA-MB-231 y células de la vena 

de cordón umbilical humano (HUVEC) fueron mantenidas en medio Eagle 

modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado con 3.7 g/L de bicarbonato de 

sodio, 10% de suero fetal bovino (SFB), Anfotericina B y antibióticos en una 

atmósfera que contenía 5% de CO2 y 95% de humedad relativa a 37 °C. Las 

células MDA-MB- se colocaron en supresión con medio DMEM sin suero durante 

24 h y las células HUVEC se colocaron en supresión durante 18 horas previo al 

tratamiento con AL o VEs, respectivamente  

VII.5.- Ensayos de estimulación con ácido linoleico 

 

Una vez que los cultivos celulares de la línea MDA-MB-231 alcanzaron el 100% de 

confluencia, se colocaron en supresión con medio DMEM sin suero durante 24 
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horas. Posterior a este tiempo, los cultivos fueron lavados dos veces con PBS 1X 

estéril (K2HPO4 10 mM, KH2PO4 10 mM, NaCl 150 mM pH 7.4, a pH 7.2). A 

continuación, se les adicionó medio fresco DMEM con AL a una concentración de 

90 µM durante 48 horas. Concluida la estimulación, el sobrenadante se retiró al 

tiempo indicado y se continuó con la purificación de VEs (Fig. 1S). 

VII.6.- Purificación de VEs secretadas por células MDA-MB-231 

 

El medio condicionado fue centrifugado dos veces a 600xg durante 10 minutos a 

4°C para remover restos celulares. Enseguida se centrifugó a 2,000xg dos veces 

durante 15 minutos, una vez a 10,000xg durante 30 minutos y por ultimo a 

100,000xg durante 60 minutos, con lo cual se obtuvo la pastilla enriquecida en 

VEs. A continuación, el sobrenadante fue desechado, la pastilla resuspendida en 

PBS 1X, RIPA o en medio DMEM adicionado con antibióticos, para cuantificar 

VEs, obtención de proteínas en VEs y para colocar las VEs en contacto con 

células HUVEC, respectivamente. 

VII.7.- Enriquecimiento de VEs a partir del plasma de mujeres  

Para el caso de las VEs en plasma de mujeres con o sin cáncer de mama, la 

sangre periférica obtenida por punción venosa fue procesada inmediatamente por 

15 min a 1,500xg, el plasma recolectado y centrifugado por 30 min a 3000xg. A 

continuación, el plasma fue centrifugado a 15,000xg por 30 min. El sobrenadante 

obtenido fue posteriormente centrifugado a 100,000xg por 2 h para obtener la 

fracción de VEs. La pastilla resultante fue resuspendida en PBS 1X para 

cuantificar VEs, resuspendida con RIPA para obtención de proteínas en VEs o 

alternativamente resuspendida en medio DMEM adicionado con antibióticos para 

colocar las VEs en células HUVEC. 

VII.8.- Determinación del número absoluto de VEs 

 

La determinación del número absoluto de VEs fue realizada mediante citometría 

de flujo, utilizando tubos BD TruCOUNT (BD Bioesciences) como se describe 
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previamente [116]. Brevemente, una vez obtenida las fracciones de VEs, estas 

fueron colocadas a volúmenes constantes en los tubos TruCOUNT, los cuales 

presentan un número determinado de perlas fluorescentes, para posteriormente 

ser analizados mediante citometría de flujo. El número absoluto de VEs fue 

calculado de acuerdo a la siguiente formula: Número absoluto de VEs = (número 

de eventos en la región de VEs/número de eventos en la región de perlas) X 

(número de perlas por ensayo/volumen final del ensayo). 

 

VII.9.- Microscopia electrónica de transmisión   

 

Las VEs derivadas de células MDA-MB-231 estimuladas con AL fueron obtenidas 

por centrifugación diferencial y resuspendidas en PBS 1X estéril. Posteriormente, 

fueron colocadas y absorbidas (10 µl) durante 3-5 minutos en rejillas de cobre 

cubiertas con una capa de Formvar al 0.3% y estabilizadas con carbono. A 

continuación, las rejillas fueron expuestas durante 30 segundos sobre una gota de 

acetato de uranilo al 2%, el exceso de fluido fue removido utilizando papel filtro, y 

las rejillas se dejaron secar al aire libre. Finalmente, las rejillas fueron analizadas 

utilizando un microscopio electrónico de transmisión modelo JEM 1400, acoplado 

a una cámara digital. 

 

VII.10.- Análisis de seguimiento de nanopartículas (NTA) 

 

Se empleó NTA para determinar la distribución de tamaño de las fracciones de 

VEs. Las fracciones de VEs se diluyeron en 10 ml de PBS filtrado y se analizaron 

con el NanoSight NS300 (Malvern instruments Ltd.), con un láser de 488 nm y una 

cámara sCMOS. Se obtuvieron tres videos de cada muestra con una duración de 

60 segundos, y los datos se analizaron con el software NTA 3.0 (Malvern 

Instruments Ltd.). 
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VII.11.- Estimulación de células HUVEC con VEs aisladas de células MDA-

MB-231 

 

Cultivos confluentes de células HUVEC fueron ayunados con medio DMEM sin 

suero durante 18 horas. Una vez concluido este procedimiento, los cultivos se 

lavaron dos veces con PBS 1X estéril (K2HPO4 10 mM, KH2PO4 10 mM, NaCl 

150 mM pH 7.4, a pH 7.2). Consecutivamente, se les adicionó medio fresco 

DMEM sin suero el cual contenía VEs secretadas por células MDA-MB-231 

estimuladas con AL, o alternativamente con fracciones de VEs obtenidas de 

mujeres con/sin cáncer mamario. Después del estímulo, el medio de cultivo fue 

aspirado y las células fueron lisadas en 500 µl de RIPA (HEPES 50 mM pH 7.4, 

NaCl 150 mM, EGTA 1 mM, Na3VO4 1 mM, NaF 100 mM, Na4P2O7 10 mM, 

glicerol 10%, Triton X-100 1%, desoxicolato de sodio 1%, MgCl2 1.5 mM, SDS 

0.1% y PMSF 1 mM) para obtener extractos de proteínas totales. Los lisados 

fueron centrifugados a 12,000 rpm por 12 minutos a 4°C, recuperando el 

sobrenadante, el cual se almacenó a -20°C para ensayos posteriores. 

VII.12.- Ensayo de migración de cierre de herida o “scratch”  

Una vez que los cultivos celulares de células HUVEC alcanzaron el 100% de 

confluencia, estas fueron sometidas a supresión con DMEM sin suero durante 18 

horas y 2 horas previas al término de la supresión fueron tratadas con mitomicina 

C. En seguida, se realizó la rayadura o “herida” utilizando la punta estéril de una 

pipeta de 200 µL, posteriormente se lavaron los cultivos dos veces con PBS 1X 

para remover las células suspendidas. A continuación, las células HUVEC fueron 

estimuladas durante 48 horas con las VEs derivadas de la línea celular MDA-MB-

231 estimuladas con ácido linoleico obtenidas a los tiempos especificados, o 

alternativamente con fracciones de VEs obtenidas de plasma de mujeres sanas o 

VEs aisladas de plasma mujeres con cáncer mamario. Posterior a las 48 horas de 

estímulo, las células fueron fijadas y teñidas con azul de comassie. La migración 

celular dentro de la herida fue fotografiada usando un microscopio invertido 

acoplado a cámara. 
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VII.13.- Ensayo de migración e invasión en cámara de Boyden  

 

Los ensayos de migración e invasión se realizaron en cámaras de Boyden con 

filtros que presentan poros de 8 µm de diámetro. Para ensayos de invasión se 

colocaron 30 µL de Matrigel BD en los insertos de la parte superior de la cámara, 

para migración este paso no se realiza. Las células HUVEC se sometieron a 

supresión de suero durante 18 horas. Posteriormente, las células fueron 

desprendidas con tripsina 0.25% y verseno 0.02%, y se realizó un conteo celular 

en cámara de Neubauer para posteriormente colocar 100,000 células en la parte 

superior de la cámara de Boyden en medio DMEM sin suero. En la parte inferior 

de la cámara se colocó un volumen final 500 µl de medio DMEM con las diferentes 

condiciones de estimulación (VEs derivadas de plasma de mujeres con o sin 

cáncer de mama o de la línea MDA-MB-231estimuladas con AL). Las células 

fueron incubadas durante 48 horas a 37°C, tras lo cual se aspiró el medio de los 

dos compartimientos; las células se fijaron con metanol frío durante 5 minutos para 

posteriormente remover de la parte superior de la cámara a las células que no 

migraron utilizando un hisopo de algodón. Una vez realizado este procedimiento, 

las células presentes en la parte inferior fueron teñidas con cristal violeta 0.1% 

durante 10 minutos. Las membranas se lavaron 4 veces con agua bidestilada, 

posteriormente fueron desteñidas con 200 µl de ácido acético al 10% y la solución 

resultante se analizó empleando un espectrofotómetro a una longitud de onda de 

600 nm. Los resultados se graficaron como promedio de las absorbancias. 

VII.14.- Zimografía 

 

Cultivos confluentes de células HUVEC fueron tratados con VEs derivadas de 

plasma de mujeres con o sin cáncer de mama o de la línea MDA-MB-

231estimuladas con AL (etanol y PDB fueron utilizados como controles positivos 

de secreción de MMPs). Los medios condicionados fueron colectados y 

concentrados usando filtros centricon (Millipore) a 2,500 rpm durante 2 hrs. 

Volúmenes iguales de medio condicionado concentrado fueron mezclados con 
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buffer de muestra (SDS 2.5%, sacarosa 1% y rojo de fenol 4 µg/ml) sin agentes 

reductores y cargados en geles de acrilamida al 8% copolimerizados con gelatina 

a 1 mg/ml. Los geles fueron lavados dos veces en Triton X-100 al 2.5% e 

incubados en buffer de activación (Tris-HCl 50 mM, CaCl2 5 mM, pH 7.4) a 37 °C 

durante 48 hrs. Posteriormente, los geles fueron fijados y teñidos con Azul de 

Coomassie Brillante G-250 en ácido acético al 10% y metanol al 30%. La actividad 

proteolítica fue detectada como bandas claras contra el fondo teñido de sustrato 

no digerido. 

VII.15.- Ensayo de Inmunodetección 

 

Los lisados celulares fueron cuantificados con el método de micro-bradford. Las 

proteínas fueron separadas por SDS-PAGE al 10% y transferidas a una 

membrana de nitrocelulosa. Posteriormente, las membranas de nitrocelulosa 

fueron bloqueadas con leche al 3% durante 1 hora, para después colocar el 

anticuerpo correspondiente (dilución 1:1000) e incubarlo durante toda la noche a 

4°C. Una vez transcurrido el tiempo las membranas se lavaron 3 veces durante 5 

minutos con PBS-Tween al 0.05% y posteriormente se incubaron con anticuerpo 

secundario especie-específico peroxidado (dilución1:5000) durante 2 horas a 

temperatura ambiente, seguido de 3 lavados durante 5 minutos con PBS-Tween al 

0.05% y revelando mediante quimioluminicencia (ECL). Las autorradiografías 

fueron escaneadas y las bandas cuantificadas usando el programa ImageJ. 

VII.16.- Ensayo de angiogénesis in vitro 

 

Cultivos confluentes de células HUVEC EA fueron ayunados de SFB durante 24 h 

previo al ensayo. En condiciones de esterilidad y en hielo se colocó una caja de 

cultivo con 24 pozos y fueron agregados 200 µl de matrigel/pozo (BD No. Cat. 

354234) a una concentración de 8 mg/ml. Posteriormente, la placa fue incubada a 

37°C durante 1h para solidificar la base de matrigel. Enseguida, las células 

HUVEC fueron levantadas con tripsina, cuantificadas para tener una densidad final 

de 30,000 células/pozo y colocadas sobre la base de matrigel. Después, 50 µl de 
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la suspensión de VEs derivadas de células MDA-MB-231 o del plasma de 

pacientes con o sin CaMa (aprox. 40,000 VEs/condición) fueron agregadas y 

medio de cultivo DMEM sin SFB fue adicionado para tener un volumen final de 

200 µl/pozo. Como estímulo positivo, se colocaron 50 µl de SFB o VEGF a una 

concentración de 50 ng/ml. A continuación, la caja fue incubada a 37oC en una 

atmósfera húmeda con 5% de CO2 y 95% de oxígeno durante 8 h. 

Posteriormente, las células fueron teñidas y fijadas con cristal violeta 0.5% en una 

solución de 50% etanol/PBS conteniendo 1.25% de paraformaldehido. Finalmente, 

las fotografías fueron tomadas con un microscopio invertido acoplado a una 

cámara con el objetivo 40X. El índice angiogénico de cada campo fue calculado 

mediante el uso de la siguiente fórmula [143]. 

                 [
(                     )  (                     )  (                  ) 

                     
]  [        ] 

 

VII.17.- Ensayo de Angiogénesis in vivo 

 

Se incubaron embriones de pollo fertilizados libres de patógenos humanos 

(ALPES, México) a 37 °C bajo humedad constante. Al séptimo día de incubación, 

se creó un pequeño orificio en el extremo romo de los huevos donde está presente 

el saco de aire. Utilizando un método de succión, se eliminó el aire del saco para 

evadir la unión del embrión a la corteza superior. Se creó una ventana en la 

cáscara de huevo para exponer la membrana corioalantoidea (CAM) y, antes del 

estímulo, se colocaron discos pequeños que contenían hidrocortisona en una 

región relativamente avascular pero que contenía vasos sanguíneos preexistentes. 

A continuación, se colocaron fracciones de VEs en los discos de papel (35.000 

VEs/condición experimental), se selló la ventana y se incubaron los huevos 

durante 3 días a 37 °C. Al final de la incubación, los huevos se colocaron en hielo 

durante 30 minutos, se retiraron los discos de papel y se cortó la CAM alrededor 

del perímetro de los discos. La angiogénesis se cuantificó en el área de CAM 

cubierta con discos de papel. 
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VII.18.- Ensayo de proliferación celular 

 

Se sembraron células HUVEC (5.000 células / pocillo) en placas de 96 pocillos en 

medio DMEM suplementado con SFB al 1%, después de 6 horas se agregaron 

fracciones de VEs a las células HUVEC (10,000 VEs / condición experimental) y 

se incubaron a 37 °C durante 24, 48 y 72 h. A continuación, se añadió MTT (0,5 

mg / ml) 4 h antes de completar todo el tiempo de incubación y se añadieron 100 

µl de SDS al 10% por pocillo. La absorbancia de cada pocillo se midió a 540 nm. 

VII.19.- Microscopía confocal de inmunofluorescencia.  

 

Células MDA‑MB-231 (1,5 x 105 células) se cultivaron sobre cubreobjetos, se 

lavaron con PBS, se colocó medio DMEM y se trataron con fracciones de VEs 

(20.000 VEs / condición) durante 30 min a 37˚C. Las células fueron fijadas con 

paraformaldehído (4%) durante 20 min a temperatura ambiente, permeabilizado 

con 0.5% de Triton X-100 y luego bloqueado por 30 min a temperatura ambiente 

con SFB (10%) disuelto en PBS. A continuación, las células se incubaron durante 

la noche a 4 °C con anti-p-β-catenica S552 y 675 (1: 250), posteriormente se 

coloca el Ab secundario anti-ratón marcado con FITC (cat. no. 115-095-003; 

Jackson ImmunoResearch, Inc) durante 2 h a 4˚C. La tinción de células para la 

actina fibrilar se realizó mediante incubación durante 2 horas a 4˚C con faloidina 

conjugada con TRITC (cat. No. R415; Thermo Fisher Scientific, Inc.) Las células 

luego se analizaron por microscopía confocal (Modelo TCS SP2; Leica 

Microsystems, Inc.). 

VII.20.- Análisis de HPLC acoplado a masas  

 

Para la determinación de proteínas se realizó un análisis de HPLC acoplado a 

masas, para abordar esta técnica, se procesó un grupo de muestras de suero de 

pacientes con cáncer de mama y una de controles sanos para el aislamiento de 

vesículas extracelulares. Se lisaron muestras de vesículas extracelulares para el 
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aislamiento de proteínas totales y se determinó la concentración de proteína de 

cada muestra con el ensayo de proteína de Bradford (BioRad). Se mezcló una 

cantidad de 50 µg de proteína con 4 volúmenes de acetona fría y se mantuvo 

durante la noche a -80ºC. Después de la centrifugación (14000 g, 10 min, 4 ° C), 

las proteínas sedimentadas se lavaron con acetona fría, se secaron a temperatura 

ambiente y se disolvieron en 20 μL de NH4HCO3 50 mM (Sigma-Aldrich) 

suplementado con 0.1% Protease Max Surfactant (Promega) y ditiotreitol 10 mM 

(Sigma-Aldrich). Después de la reducción a 40 ° C durante 30 min, las proteínas 

se alquilaron con yodoacetamida 20 mM (Sigma-Aldrich), Tris-HCl 30 mM pH 8,6 

(Promega) durante 30 min a temperatura ambiente, en la oscuridad. La digestión 

se realizó con 2 µg de tripsina de calidad para espectrometría de masas 

(Promega) a 37ºC durante la noche y luego se dejó de añadir ácido trifluoroacético 

para alcanzar el 0,5%. Los péptidos se desalaron con cartuchos Sep-Pak tC18 

(Waters), se secaron en un concentrador SpeedVac (Thermo Scientific) y se 

mantuvieron a -80 ° C. Las muestras se reconstituyeron en 50 µl de ácido fórmico 

al 0,1%, se centrifugaron a 20.000 g a 4°C durante 5 min y se inyectaron en una 

columna C18 Nano HPLC para la separación de péptidos [144] 

VII.21.- Análisis estadístico 

 

Los resultados son expresados como promedio ± D.E. de al menos tres 

experimentos independientes. Los datos fueron analizados estadísticamente 

usando la prueba ANOVA de una vía y comprada mediante la prueba múltiple 

Newman-Keuls. La probabilidad estadística P˂0.05 se consideró significativa 
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VIII RESULTADOS  

 

VIII.1.- El estímulo con AL sobre células de cáncer de mama MDA-MB-231 

incrementa la secreción de VEs en medios condicionados. 

 

Las fracciones de VEs obtenidas de medios condicionados de células MDA-MB-

231 estimuladas y no estimuladas con 90 µM AL durante 48 h fueron 

caracterizadas por microscopia electrónica de transmisión, Análisis de seguimiento 

de nanopartículas (NTA) y Western blot con anti-CD9 Ab y anti-Flotillin-2 Ab, 

debido a que estas proteínas están asociadas con los diferentes tipos de VEs 

[145, 146]. Las fracciones de VEs mostraron una población heterogénea de 

vesículas esféricas que expresan las proteínas CD9 y flotilina-2 (Fig. 1A y B). A 

continuación, analizamos si la estimulación de células MDA-MB-231 con 90 µM de 

AL durante 48 h potencia la secreción de VEs. La determinación del número de 

VEs en medios condicionados de células MDA-MB-231 no estimuladas y 

estimuladas con AL mostró que el tratamiento con AL aumenta el número de VEs 

secretadas (Fig. 1C).  
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En seguida, aplicamos un NTA, el cual mostró que las células MDA-MB-231 

liberan VEs con tamaños entre 80-700 nm, mientras que las células MDA-MB-231 

estimuladas con AL liberan VEs con tamaños entre 30-350 nm. Además, el 

estímulo con AL induce un incremento en el número de VEs respecto al número 

de VEs obtenidas de células MDA-MB-231 sin estímulo (Fig. 1D). Esto 

demostrado también en las gráficas representativas de la Fig. 1E, observando 

incrementos significativos en la media y moda relativa por tamaño de VEs 

obtenidas de células MDA-MB-231 comparado con VEs control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1 El estímulo con AL sobre células de cáncer de mama MDA-MB-231 incrementa la 

secreción de VEs en medios acondicionados. (A y B) VEs secretadas por células MDA-MB-231 

no estimuladas (VEs Ctrl) y de células MDA.MB-231 estimuladas con AL (VEs AL) se analizaron 

mediante TEM y Inmunodetección con anti-CD9 y anti-flotilina-2. (C, D y E) Inmunofluorescencia y 

NTA para determinar el número y tamaño, respectivamente, de VEs Ctrl y VEs AL. Los gráficos 

representan la media ± DE derivada del análisis de al menos tres experimentos independientes y 

expresa el número de VEs/μl. Los asteriscos denotan significancia estadística. ** P <0,001. 
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VIII.2.- Las VEs derivadas de las células MDA-MB-231 estimuladas con AL 

inducen migración en las células HUVEC. 

 

Las fracciones de VEs se obtuvieron a partir de medios condicionados de células 

MDA-MB-231 no estimuladas y estimuladas con 90 µM de AL durante 12, 24 y 48 

h. A continuación, se realizó una herida sobre la monocapa de células HUVEC y 

se trataron durante 48 h con fracciones de VEs de células MDA-MB-231 no 

estimuladas y estimuladas con AL (Fig. 2S, suplementaria) Los hallazgos 

mostraron que solo las VEs de las células MDA-MB-231 estimuladas con AL 

durante 24 y 48 h indujeron migración en células HUVEC (Fig. 2A). Para 

corroborar aún más nuestros hallazgos, se realizaron ensayos de migración 

utilizando el método por cámara de Boyden con células HUVEC tratadas con 

fracciones de VEs de células MDA-MB-231 estimuladas o no, con 90 µM de AL 

durante 12, 24 y 48 h. De acuerdo con nuestro resultado anterior, solo las VEs de 

las células MDA-MB-231 estimuladas con AL durante 24 y 48 h inducen la 

migración en las células HUVEC (Fig. 2B). Por otro lado, nos cuestionamos si la 

migración observada en células HUVEC se presenta únicamente en VEs 

obtenidas de células triple negativo (MDA-MB-231) estimulas con AL o efectos 

similares podrían observarse con otras células de CaMa con características 

diferentes. En ese sentido, obtuvimos VEs provenientes de células de cáncer de 

mama MCF-7 estimuladas con 90 µM de AL durante 48 h. Nuestros hallazgos 

demuestran que las VEs obtenidas bajo estas condiciones inducen la migración en 

las células HUVEC (Fig. 3S, suplementaria).  
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Fig.2 Las VEs secretadas por células MDA-MB-231 estimuladas con AL inducen la migración 

de células HUVEC. (A) Células HUVEC fueron cultivadas en cajas de 35 mm y pretratadas con 12 

µM de mitomicina C por 2 horas. Posteriormente, se realizó una rayadura sobre la monocapa 

celular y se trataron durante 12, 24 y / o 48 h con VEs Ctrl y VEs AL. (B) Ensayos de migración 

utilizando el método de cámara de Boyden con células HUVEC tratadas durante 12, 24 y / o 48 h 

con VEs Ctrl y VEs AL. Se incluyó un control de células HUVEC sin tratamiento con VE (Basal). 

Los gráficos representan la media ± DE y expresan las veces de incremento en la migración con 

respecto de VEs Ctrl. Los asteriscos denotan significancia estadística. * P <0,05, *** P <0,0001. 

 

VIII.3.- Las VEs obtenidas de células MDA-MB-231 estimuladas con AL 

inducen la activación de FAK y Src en células HUVEC 

 

Las células HUVEC se trataron durante varios tiempos con VEs de células MDA-

MB-23 previamente estimuladas o no con 90 µM de AL durante 48 h y 

posteriormente se lisaron. Los lisados celulares se analizaron mediante 

inmunodetección con anti-p-FAK y anti-p-Src. Los hallazgos mostraron que el 
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tratamiento sobre células HUVEC con VEs obtenidas de células MDA-MB-231 

estimuladas con AL, inducen la fosforilación de FAK en Tyr-397 (p-FAK) en 

períodos cortos (60 y 90 min) y largos (3, 12 y 24 h) de estimulación (Fig. 3A y B). 

Además, el tratamiento de células HUVEC con VEs obtenidas de células MDA-

MB-231 tratadas con AL, indujo fosforilación de Src en Tyr-418 (p-Src) en periodos 

cortos (15 y 30 min) y largos (3 h) de estimulación (Fig. 3C y D). 
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Fig. 3 Las VEs obtenidas de células MDA-MB-231 estimuladas con AL inducen la activación 

de FAK y Src en células HUVEC. (A y B) Las células HUVEC se trataron durante períodos cortos 

de tiempo (5, 15, 30, 60 y / o 90 min) y períodos largos de tiempo (3, 6, 12, 24 y / o 30 h) con VEs 

Ctrl y VEs AL y posteriormente lisados. Los lisados se analizaron mediante Inmunoblot con anti-p-

FAK y anti-p-Src. Las membranas se analizaron adicionalmente con anti-FAK, anti-Src y anti-Actin. 

Los gráficos representan la media ± DE y expresan las veces de incremento en la expresión de p-

FAK o p-Src con respecto a VEs Ctrl. Los asteriscos denotan significancia estadística. * P <0,05, ** 

P <0,001. 

VIII.4.- Las VEs obtenidas de células MDA-MB-231 estimuladas con AL 

inducen migración a través de la actividad de FAK y Src en células HUVEC 

 

Los ensayos de cierre de herida se realizaron con células HUVEC pre-tratadas 

durante 1 h con 10 µM de PP2 y 10 µM de PF-573228, los cuales son inhibidores 

selectivos de la actividad de Src y FAK, respectivamente [147, 148], enseguida, 

las células fueron tratadas durante 48 h con VEs obtenidas de células MDA -MB-

231 estimuladas o no, con 90 µM de AL durante 48 h. Los resultados mostraron 

que el tratamiento sobre células HUVEC con PP2 y PF-573228 inhibe la migración 

inducida por VEs de células MDA-MB-231 estimuladas con AL (Fig. 4). 
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Fig.4 Las VEs obtenidas de células MDA-MB-231 estimuladas con AL inducen la migración a 

través de la actividad Src y FAK en células HUVEC. Los cultivos de células HUVEC fueron 

tratadas y no durante 1 h con PP2 y PF-573228, se realizó la rayadura sobre la monocapa celular y 

se estimularon durante 48 h con VEs Ctrl y VEs AL. Se incluyó un control de células HUVEC sin 

tratamiento con VEs (Basal). Los gráficos representan la media ± DE y expresan el incremento en 

la migración con respecto a VEs Ctrl. Los asteriscos denotan significancia estadística. *** P 

<0,0001. 
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VIII.5.- Papel de los receptores de ácidos grasos libres 1 y 4 (FFAR1 y 

FFAR4) en la secreción de VEs obtenidas de células MDA-MB-231 tratadas 

con AL que inducen migración en células HUVEC 

 

Para determinar el papel de FFAR1 y FFAR4 en la secreción de VEs de células 

MDA-MB-231 estimuladas con AL que inducen la migración de células HUVEC. 

Para ello, primero determinamos mediante inmunodetección (Fig. 5A), que las 

líneas celulares, secretoras y receptoras (MDA-MB-231 y HUVEC), expresan de 

manera endógena ambos receptores (GPR40 y 120). Posteriormente, las células 

MDA-MB-231 se pretrataron durante 1 h con DC260126 3 µM y 20 µM AH7614, 

los cuales son inhibidores específicos de FFAR1 y FFAR4 respectivamente [149, 

150]. Se trataron durante 48 h con 90 µM de AL y enseguida se obtuvieron los 

medios condicionados para el aislamiento de las VEs. A continuación, se 

realizaron ensayos de cierre de herida sobre células HUVEC tratadas con VEs de 

células MDA-MB-231 estimuladas o no durante 48 h con 90 µM de AL en ausencia 

o presencia de DC260126 y AH7614. Los hallazgos demostraron que las VEs 

obtenidas de células MDA-MB-231 tratadas con DC260126 y AH7614 y 

estimuladas con AL, disminuyen significativamente la migración inducida por VEs 

estimuladas con AL sobre células HUVEC (Fig. 5B). 

                               

                                A) 
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Fig.5 Papel de FFAR1 y FFAR4 en la secreción de VEs de células MDA-MB-231 estimuladas 

con AL que inducen migración en células HUVEC. A. Inmunodetección endógena de FFAR 1 y 

2 en células MDA-MB-231 y células HUVEC. B. Cultivos de células HUVEC se les realizó una 

rayadura sobre la monocapa celular y se trataron con VEs de células MDA-MB-231 estimuladas o 
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no durante 1 h con DC260126 y AH7614, se estimularon con 90 µM de AL durante 48 h. Se incluyó 

un control de células HUVEC sin tratamiento con VEs (Basal). Los gráficos representan la media ± 

DE y expresan las veces de migración con respecto de VEs Ctrl. Los asteriscos denotan 

significancia estadística. ** P <0,001. 

VIII.6.- Las VEs de células MDA-MB-231 estimuladas con AL inducen la 

secreción de gelatinasas, invasión y proliferación en células HUVEC. 

 

Para determinar si el estímulo con VEs obtenidas de células MDA-MB-231 

estimuladas con AL inducen la secreción de gelatinasas (MMP-2 y MMP-9). Se 

trataron células HUVEC durante varios períodos de tiempo con VEs de células 

MDA-MB-231 estimuladas o no, con 90 µM de AL durante 48 h, se obtuvieron los 

medios condicionados y se analizaron mediante zimografía en gelatina. Los 

resultados demostraron que las VEs de células MDA-MB-231 no tratadas 

indujeron la secreción de MMP-2 (gelatinasa-A) en células HUVEC, mientras que 

la estimulación de células HUVEC con VEs obtenidas de células MDA-MB-231 

tratadas con AL indujeron un aumento evidente en la secreción de MMP -2 y la 

secreción de MMP-9 (gelatinasa-B) (Fig. 6A). Una vez observada la secreción de 

MMPs. Evaluamos la invasión de células HUVEC, utilizando el método de la 

cámara de Boyden con células HUVEC tratadas con VEs obtenidas de células 

MDA-MB-231 estimuladas o no con 90 µM de AL durante 48 h. Los hallazgos 

demostraron que solo las VEs obtenidas de las células MDA-MB-231 estimuladas 

con AL inducen la capacidad de invasión en las células HUVEC (Fig. 6B). 

Además, se realizaron ensayos de proliferación durante 24, 48 y 72 h en presencia 

o ausencia de SFB con células HUVEC tratadas con VEs obtenidas de células 

MDA-MB-231 estimuladas y no con 90 µM de AL durante 48 h. Los hallazgos 

demostraron que las VEs de células MDA-MB-231 estimuladas con AL inducen 

una mayor proliferación en las células HUVEC a las 48 y 72 h de tratamiento en 

comparación con las células HUVEC tratadas con VEs de células MDA-MB-231 

sin estimular. Interesantemente, este efecto se mantuvo tanto en ausencia como 

en presencia de SFB (Figura 6C). 
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Fig.6 VEs de células MDA-MB-231 estimuladas con AL inducen secreción de gelatinasas, 

invasión y proliferación. (A) Ensayos de zimografía en gelatina utilizando medios condicionados 

de células HUVEC tratadas durante 3, 6, 12, 24 y / o 30 h con VEs Ctrl y VEs AL. (B) Ensayos de 

invasión utilizando células HUVEC tratadas con VEs Ctrl y VEs AL. Se incluyó un control de 

invasión celular (SFB). (C) Ensayos de proliferación en ausencia o presencia de SFB utilizando 

células HUVEC tratadas con VEs Ctrl y VEs AL. Los gráficos representan la media ± DE y 

expresan las veces de incremento en la secreción de MMPs, invasión o proliferación comparado 

con VEs Ctrl. Los asteriscos denotan significancia estadística. * P <0,05, ** P <0,001, *** P 

<0,0001. 

 

VIII.7.- Las VEs obtenidas de células MDA-MB-231 estimuladas con AL 

inducen angiogénesis  

 

Se realizaron ensayos angiogénicos en matrigel con células HUVEC tratadas con 

VEs obtenidas de células MDA-MB-231 estimuladas y no con 90 µM de AL 

durante 48 h. Los hallazgos demostraron que las VEs obtenidas de células MDA-

MB-231 estimuladas con AL promueven la formación de estructuras tubulares, que 

forman una red de células HUVEC. Por el contrario, el tratamiento con VEs 

obtenidas de células MDA-MB-231 sin estímulo, no promueve la formación de 

estructuras tubulares en las células HUVEC (Fig. 7A). Para corroborar aún más 

nuestros hallazgos, se realizaron ensayos angiogénicos utilizando un sistema "in 

vivo". Los embriones de pollo se trataron con VEs obtenidas de células MDA-MB-

231 estimuladas o no con 90 µM de AL durante 48 h. De acuerdo con nuestros 

resultados anteriores, las VEs obtenidas de células MDA-MB-231 estimuladas con 

AL inducen una formación clara de estructuras similares a capilares en los 

embriones, mientras que el tratamiento con VEs de células MDA-MB-231 sin 

estímulo no induce la formación de capilares como estructura (Fig. 7B). 
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Fig.7 Las VEs de células MDA-MB-231 estimuladas con AL inducen angiogénesis in vitro e in 

vivo. (A) Ensayos de angiogénesis in vitro e (B) in vivo utilizando células HUVEC tratadas con VEs 

Ctrl y VEs AL. Se incluyó un control de angiogénesis (SFB). Los gráficos representan la media ± 



 

55 
 

DE del índice angiogénico y expresaron el doble de aumento por encima del valor de VEs Ctrl. Los 

asteriscos denotan significancia estadística. * P <0,05, ** P <0,001, *** P <0,0001. 

 
 

VIII.8.- AL induce cambios en la expresión VEGF asociada a VEs derivadas 

de células MDA-MB-231. 

 

Las fracciones de VEs obtenidas de células MDA-MB-231 estimuladas o no con 90 

µM de AL durante 48 h se analizaron mediante Inmunodetección con anticuerpos 

anti-VEGF, anti-EGF y anti-FGF. Los resultados mostraron que las VEs de células 

MDA-MB-231 tratadas con AL expresan mayores cantidades de VEGF comparado 

con las VEs de células no estimuladas (Figura 8A). Por el contrario, las VEs de 

células MDA-MB-231 no estimuladas y estimuladas con AL no expresan EGF y 

FGF (Fig. 8B y C).  
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Fig.8 AL induce cambios en la expresión VEGF asociadas a VEs derivadas de células MDA-

MB-231. (A-C) Las fracciones de VEs Ctrl y VEs AL se analizaron mediante Inmunodetección con 

anti-VEGF, anti-EGF, anti-FGF y anti-Flotillina-2. Se incluyeron controles positivos (VEGFrh, 

EGFrh, FGFrh). Los gráficos representan la media ± SD y expresan el incremento en la expresión 

de VEGF, EGF o FGF comparado con VEs Ctrl. Los asteriscos denotan significancia estadística. * 

P <0,05, ** P <0,001, *** P <0,0001. 

 

VIII.9.- El estímulo con AL incrementa la expresión de β-catenina P-552 y 675 

en células MDA-MB-231. 

 

Existe suficiente evidencia que indica que moléculas de la vía Wnt-β-catenina se 

encuentra alterada en diversos tipos de cáncer jugando un papel crucial en la 

progresión tumoral [151]. Particularmente, en los últimos años se le ha dado 

énfasis a nuevas fosforilaciones no canónicas en la proteína β-catenina (Ser-552 y 

675) de las cuales se sabe que generan cambios en la localización subcelular de 

β-catenina y una rápida transcripción de genes de la vía, generando mayor 

agresividad tumoral [140, 152]. Bajo estos antecedentes, evaluamos si células 

MDA-MB-231 expresan a la proteína β-catenina fosforilada en Ser-552 y 675 y si 

el estímulo con AL durante 3 y 6 horas sobre estas células inducen un cambio de 

expresión en las fosforilaciones no canónicas de β-catenina. En primer lugar 

mediante Inmunoblot analizamos a la proteína β-catenina defosforilada. Los 

hallazgos demostraron que el estímulo con AL inducen un incremento significativo 

en la estabilidad de β-catenina desde las 3 h observándose un pico de activación 

máximo a las 6 h después del estímulo (Fig.A). Así mismo, al analizar las 

fosforilaciones en residuos no canónicos mediante la misma estrategia 

experimental, observamos un incremento significativo en la fosforilación de β-

catenina en Ser 552 y 675 a las 6 h después del estímulo con AL (Fig.B y C) 
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Fig.9 El estímulo con AL incrementa la expresión de β-catenina P-552 y 675 en células MDA-

MB-231. Cultivos confluentes de células MDA-MB-231 fueron estimuladas o no con AL 90 µM 

durante 3 y 6 horas y los lisados fueron obtenidos. (A, B, C) Los lisados fueron analizados 

mediante Inmunodetección utilizando anticuerpos anti- β-catenina defosforilada (Ab ABC), anti- β-

catenina P-552, anti- β-catenina 675 y con anticuerpo anti-actina como control de carga. Los 

gráficos representan la media ± SD y expresan el incremento en la expresión de β-catenina 

defosforilado o fosforilado en Ser 553 y 675 comparado con células MDA-MB-231 sin estimulo con 

AL. Los asteriscos denotan significancia estadística. ** P <0,001, *** P <0,0001. 
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VIII.10.- El estímulo con AL incrementa la expresión y localización subcelular 

de β-catenina P-552 y 675 en el citoplasma de células MDA-MB-231.  

 

Considerando que el estímulo con AL sobre células MDA-MB-231 durante 6 horas, 

induce un incremento en la fosforilación de β-catenina en residuos no canónicos y 

tomando en cuenta que la localización subcelular de dicha proteína es 

indispensable para comprender el funcionamiento de la misma, analizamos la 

expresión y localización de β-catenina en células MDA-MB-231 después del 

estímulo con AL durante 6 horas. A través de ensayos de Inmunofluorescencia 

nuestros hallazgos indican que el estímulo con AL inducen un incremento en la 

expresión de β-catenina en Ser 552 y 675, tal y como lo habíamos observado 

mediante Inmunodetección. Pero además, estas condiciones favorecieron el 

acúmulo de P-β-catenina en la zona citoplasmática y perinuclear (Fig. A y B). 

Estos resultados nos muestran por primera vez, el efecto del AL respecto a los 

cambios en la localización subcelular de P-β-catenina, lo cual es de suma 

importancia considerando que, β-catenina citoplásmico es un componente critico 

en el complejo de adhesión cadherina/catenina regulando las interacciones célula-

célula. Sin embargo, cuando se localiza en el núcleo, β-catenina regula la unión a 

factores de transcripción, activando la transcripción de genes de la vía. 
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Fig. 10 El estímulo con AL incrementa la expresión y localización de β-catenina P-552 y 675 

en el citoplasma de células MDA-MB-231. La localización subcelular de β-catenina P-552 y 675 

se analizó mediante Inmunofluorescencia con anticuerpos que reconocen la forma fosforilada de β-

catenina en los residuos de Ser-552 (A) y Ser-675 (B) (se tiñó citoesqueleto de actina con faloidina 

β-catenina P-552 y 675 con FITC). Células MDA-MB-231 fueron estimuladas con o sin AL a una 

concentración de 90 M durante 6 horas 

VIII.11.- El estímulo con AL induce cambios en la expresión de β-catenina P-

552 y 675 asociadas a VEs derivadas de células MDA-MB-231. 

 

Tomando en cuenta  nuestros hallazgos los cuales demuestran que las células 

secretoras de VEs (MDA-MB-231-AL) inducen cambios en la expresión y 

localización de β-catenina fosforilada en residuos de Ser-552 y 675, y 
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considerando que evidencias recientes indican que β-catenina está inmersa dentro 

de VEs en condiciones hipóxicas obtenidas de células de cáncer de colon 

generando mayor agresividad tumoral [142], Evaluamos si bajo nuestras 

condiciones experimentales, el AL induce cambios en los cargos proteicos de VEs, 

particularmente en la expresión de β-catenina fosforilada en residuos de Ser-552 y 

675. Para ello, la obtención de VEs se llevó a cabo a través del estímulo con Al 

durante 3, 6 y 48 h (este último, considerando el tiempo de obtención de VEs en la 

mayoría de nuestros experimentos). Las proteínas fueron analizadas mediante 

Inmunodetección. Nuestros resultados demuestran que la proteína β-catenina 

fosforilada en residuos de Ser-552 y 675 se encuentra expresada dentro de VEs 

obtenidas a las 6 y 48 horas después del estímulo con AL sobre células MDA-MB-

231(Fig. A y B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11 El estímulo con AL induce cambios en la expresión β-catenina P-552 y 675 asociadas 

a VEs derivadas de células MDA-MB-231. Células MDA-MB-231 fueron estimuladas con o sin AL 

a una concentración de 90 M durante 48 h. Los medios condicionados fueron obtenidos y las 

fracciones de VEs fueron aisladas. Las VEs fueron lisadas para obtener proteínas totales las 

B) VEs-MDA-MB-231 

A) VEs-MDA-MB-231 
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cuales fueron cuantificadas y analizadas mediante Inmunodetección con anti- β-catenina P-552  (A) 

y 675 (B). Los gráficos representan la media ± SD y expresan el incremento en la expresión de 

VEGF, EGF o FGF comparado con VEs Ctrl. Los asteriscos denotan significancia estadística. * P 

<0,05, ** P <0,001, *** P <0,0001. 

 

VIII.12.- VEs derivadas de células MDA-MB-231 estimuladas con AL inducen 

incremento en la expresión de Wnt3a, Wnt5a y β-catenina en células HUVEC. 

 

La alteración de Wnt/β-catenina facilita la acumulación de β-catenina en el núcleo 

y genera una activación permanente de esta vía de señalización. Este evento 

desencadena la expresión de genes que codifican proteínas que participan en 

proliferación celular, diferenciación, mantenimiento de células troncales y por tanto 

condiciones para el crecimiento descontrolado característico del cáncer [153]. 

Mediante este análisis, evaluamos los cambios en la expresión proteica de Wnt3a, 

Wnt5a y β-catenina total en células HUVEC cuando estas, son estimuladas 

durante 3, 6, 12, 24 y 30 horas con VEs obtenidas de células MDA-MB-231 

tratadas con AL. Las proteínas fueron analizadas mediante Inmunodetección. 

Nuestros resultados demuestran que la proteína Wnt3a incrementa de manera 

significativa a las 6, 24 y 30 horas (Fig. 12A). Con respecto a la proteína Wnt5a, 

observamos un incremento en sus niveles proteicos a las 12, 24 y 30 horas (Fig. 

12B). Por su parte, la expresión de la proteína β-catenina demuestran que el 

estímulo con VEs obtenidas de células MDA-MB-231 tratadas con AL induce un 

acumulo de β-catenina a partir de las 6 horas y dicho efecto se mantiene hasta las 

30 horas comparado con el efecto observado en células HUVEC estimuladas con 

VEs control (Fig. 12C). 
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Fig. 12 VEs derivadas de células MDA-MB-231 estimuladas con AL inducen incremento en la 
expresión de Wnt3a, Wnt5a y β-catenina en células HUVEC. Células HUVEC fueron cultivadas 
en cajas de 35 mm de diámetro, ayunadas por 18 horas y tratadas con VEs de células MDA-MB-
231 sin estímulo (VEs Ctrl) o estimuladas con AL 90 µM, durante 48 horas (VEs AL) a diferentes 
tiempos. Las células fueron lisadas y analizadas por Inmunodetección con el anticuerpo anti- 
Wnt3a, anti- Wnt5a y anti- β-catenina. Las membranas también fueron analizadas por 
Inmunodetección con el anticuerpo anti-actina como control de carga. Las gráficas representan la 
media ± D.E. de tres experimentos independientes y los valores fueron expresados como número 
de veces de incremento con respecto al control. Los asteriscos denotan significancia estadística. * 
P <0,05, ** P <0,001, *** P <0,0001.  

C) HUVEC 

B) HUVEC 

A) HUVEC 
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VIII.13.- El proceso de migración de células HUVEC inducido por VEs 

secretadas por células MDA-MB-231 estimuladas con AL es mediado por β-

catenina. 

 

Considerando la importante participación de la proteína β-catenina en la 

progresión de diferentes tipos de cáncer y tomando en cuenta nuestros resultados 

con respecto al efecto que induce el AL sobre los cambios en la expresión y 

localización de dicha proteína en respuesta a las VEs (MDA-MB-231), la presencia 

de esta proteína en VEs y las modificaciones proteicas de la vía de Wnt (Wnt3a, 

Wnt5a y β-catenina) en las células receptoras (HUVEC), evaluamos si la migración 

de células endoteliales podría estar siendo regulado por la proteína β-catenina. Se 

realizaron ensayos de cierre de herida utilizando los inhibidores de β-catenina. 

Cultivos confluentes de células HUVEC fueron pre-tratadas con 10 nM de XAV939 

durante 4 horas. Después del tratamiento, se realizó una rayadura en el centro de 

los cultivos y fueron estimulados con VEs derivadas de células MDA-MB-231 

estimuladas con o sin AL, durante 48 horas. Los resultados mostraron que el 

tratamiento sobre células HUVEC con XAV939 inhibe la migración inducida por 

VEs de células MDA-MB-231 estimuladas con AL. Este resultado indica que las 

VEs derivadas de células MDA-MB-231 estimuladas con AL promueven migración 

de células HUVEC a través de la proteína β-catenina (Fig. A) 
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Fig. 13 El proceso de migración de células HUVEC inducido por VEs secretadas por células 
MDA-MB-231 estimuladas con AL es mediado por β-catenina. Células HUVEC fueron 
sembradas en cajas de 35 mm de diámetro, ayunadas durante 18 horas, pretratadas con 12 µM de 

mitomicina C y tratadas con o sin XAV939 (10 µM) durante 4 horas. Posteriormente, se realizó una 

rayadura en la monocapa de las células, con una punta estéril, y fueron estimuladas con VEs de 
células MDA-MB-231 sin estimulo (VEs Ctrl), VEs de células MDA-MB-231 estimuladas con AL 

(VEs AL), VEs AL+ XAV939 durante 48 horas. Células HUVEC sin estímulo (basal), y tratadas solo 

con XAV939 fueron utilizados como controles. Las fotografías fueron tomadas 48 horas después 

del tratamiento. La gráfica representa la media ± D.E. de tres experimentos independientes y los 
valores fueron expresados como número de veces de incremento con respecto al control (células 
HUVEC tratadas con VEs Ctrl). El análisis estadístico se realizó mediante ANOVA de una vía. Los 
asteriscos denotan significancia estadística con respecto al control. * P <0,05, ** P <0,001. 
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VIII.14.- Fracciones de VEs obtenidas del plasma de mujeres con cáncer 

mamario se encuentran incrementadas con respecto a las VEs obtenidas de 

mujeres sanas. 

 

Las VEs se encuentran presentes en múltiples fluidos corporales, tales como 

orina, sudor, saliva, fluido cerebroespinal, placenta y sangre periférica. En 

humanos, las VEs tienen un papel central en la comunicación celular tanto para el 

mantenimiento de la homeostasis, así como para el desarrollo y progresión de 

múltiples patologías entre las que se encuentran las infecciones, desordenes 

cardiovasculares, enfermedades autoinmunes y cáncer [116]. Para confirmar la 

presencia de VEs en plasma de mujeres con CaMa y mujeres de referencia, las 

VEs fueron obtenidas por centrifugación diferencial a partir de sangre periférica de 

mujeres sin o con cáncer mamario y observadas por microscopia electrónica de 

transmisión por el método de tinción negativa. En la figura 14 A se muestra la 

estructura típica de las VEs, las cuales están formadas por una doble membrana, 

así mismo, se observan diferentes tamaños como se ha reportado en la literatura. 

En seguida, para demostrar que la fracción obtenida se encontraba enriquecida en 

VEs, mediante ensayo de Inmunodetección determinamos la presencia de 

marcadores proteicos asociados a diferentes poblaciones de VEs como CD9 y 

flotilina-2 [154]. Como se observa en la Figura 14B, bandas correspondientes a 

estas proteínas son detectables en la fracción de VEs de mujeres con o sin cáncer 

mamario, indicando que el método de centrifugación diferencial utilizado nos 

permite obtener una fracción enriquecida con VEs a partir de sangre periférica. En 

seguida, estas fueron analizadas mediante NTA, mostrando  un claro incremento 

en el número de VEs obtenidas del plasma de mujeres con CaMa comparado con 

VEs de pacientes sanas, Pero además, al analizar el tamaño de las partículas, de 

manera interesante, observamos que la secreción de estas VEs de acuerdo a los 

tamaños, corresponden a la población de exosomas (71-97 nm) con respecto a lo 

observado con VEs obtenidas de plasma de mujeres de referencia las cuales 

secretan VEs de tamaños a partir de 176 nm  (Fig. 14C). 
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C)  

 

Fig.14 Fracciones de VEs obtenidas del plasma de mujeres con cáncer mamario se 

encuentran incrementadas con respecto a las VEs obtenidas de mujeres sanas. Sangre 

periférica fue obtenida mediante punción venosa y fue procesada mediante centrifugación 

diferencial para obtener la fracción de VEs libre de VEs de origen plaquetario. (A y B) Las 

fracciones de VEs (VEs) fueron analizadas mediante TEM e Inmunodetección utilizando 

anticuerpos anti-flotilina-2 y anti-CD9. (C) VEs obtenidas de plasma de mujeres con CaMa y de 

mujeres sanas se analizaron mediante NTA para determinar el número y tamaño de VEs.  
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VIII.15.- Las VEs presentes en plasma de mujeres con cáncer de mama 

inducen migración en células HUVEC.  

 

La migración endotelial es un proceso biológico que juega un papel fundamental 

durante la formación del sistema circulatorio en la embriogénesis, en la 

cicatrización de las heridas y promoviendo el crecimiento tumoral y metástasis. 

Diversos estudios han demostrado que las VEs tumorales son capaces de activar 

células endoteliales, induciendo la formación de vasos sanguíneos que irriguen al 

tumor para favorecer su crecimiento, sobrevivencia y metástasis [104]. Bajo este 

contexto, decidimos evaluar si VEs derivadas del plasma de mujeres con o sin 

CaMa son capaces de promover migración en células endoteliales humanas. Para 

lo cual, cultivos de células HUVEC fueron estimulados durante 48 horas con siete 

fracciones de VEs presentes en plasma de mujeres del grupo control siete 

fracciones de VEs obtenidas del plasma de mujeres con cáncer mamario (30 µg 

de proteína/1.2x106 células), y la migración celular fue analizada mediante 

ensayos de cierre de herida. Los resultados demuestran que VEs presentes en 

plasma de mujeres del grupo control no promueven la migración de células 

HUVEC. Por otro lado, VEs obtenidas de mujeres con CaMa inducen un 

incremento significativo en la migración de células HUVEC (Fig. 15A). 

Posteriormente, evaluamos el efecto de la migración de células HUVEC con 

respecto al estadio clínico de la enfermedad; VEs obtenidas del plasma de cuatro 

mujeres del grupo control, cinco del plasma de mujeres con CaMa en estadio I, 

cuatro en estadio II y cuatro en estadio III. Nuestros hallazgos demuestran que 

solo las VEs obtenidas de mujeres con CaMa en estadio II y III inducen un 

incremento significativo en la migración de células HUVEC comparado con VEs 

control (Fig. 15B). De la misma manera, el análisis de este efecto dependiente de 

la expresión de receptores moleculares (RE+, RE-, RP+, RP-, Her2/neu +, 

Her2/neu-) nos indica que la expresión por separado de todos los receptores 

moleculares inducen en mayor o menor medida la migración de células HUVEC, 

siendo más evidente dicho efecto, en VEs obtenidas de pacientes con CaMa que 

presentan Her2/neu- y menos agresivo en pacientes con RE+ (Fig. 15B). 
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Finalmente, evaluamos la migración de células HUVEC con respecto al sistema 

TNM (Tamaño del tumor, diseminación a nódulos linfáticos y Metástasis). Los 

resultados obtenidos mostraron diferencias significativas en la migración celular de 

VEs de pacientes con tamaño de tumor (T) T2, T3 y T4 comprado con VEs del 

grupo control. Por otro lado, no se presentaron diferencias significativas entre VEs 

del grupo control y pacientes con tamaños de tumor T1 (Fig. 15C). Con respecto a 

la diseminación a nódulos linfáticos (N) y metástasis (M), observamos incremento 

significativo en la migración celular cuando se estimula a células HUVEC con VEs 

de pacientes que presentaron diseminación a nódulos linfáticos en estadios 

patológicos N0, N1, N2, N3 y M0 y M1 comparado con la migración observada de 

VEs del grupo control (Fig. 15C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) 



 

69 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15 Las VEs presentes en plasma de mujeres con cáncer de mama inducen migración en 

células HUVEC. (A y B) Las células HUVEC fueron cultivadas en cajas de 35 mm y pretratadas 

con 12 µM de mitomicina C por 2 horas. Posteriormente se realizó una rayadura sobre la 

monocapa celular. Los cultivos fueron estimulados durante 48 horas con fracciones de VEs 

obtenidas de mujeres del grupo control (VEs Ctrl) o con fracciones de VEs obtenidas de mujeres 

con cáncer mamario de acuerdo al estadio clínico de la enfermedad (VEs CaMa). Las fotografías 

B

C
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fueron tomadas 48 horas después del estímulo. (C) Estadística de migración celular de acuerdo a 

la expresión de receptores moleculares de pacientes con CaMa., (D, E y F) Estadística de 

migración celular de acuerdo al tamaño del tumor(D), invasión a nódulos linfáticos (E) y metástasis 

de pacientes (F) con CaMa. La gráfica representa la media ±D.E. y son expresados como las veces 

de migración con respecto al control (células HUVEC estimuladas con VEs Ctrl). Los asteriscos 

denotan significancia estadística. * P <0,01, ** P <0,001, *** P <0,0001, **** P <0,00001. 

 

VIII.16.- Las VEs obtenidas de plasma de mujeres con cáncer mamario 

inducen invasión en células HUVEC.  

 

En el ensayo previo, se demostró que solo las VEs obtenidas de plasma de 

mujeres con cáncer mamario indujeron la migración de células HUVEC. En el 

proceso angiogénico, las células presentan un aumento en la secreción de MMPs 

al espacio extracelular conjuntamente con la capacidad de invadir el tejido 

circundante para dar lugar a la nueva vasculatura, un fenómeno asociado a cáncer 

[155, 156]. Por lo tanto, se evaluó si las VEs presentes en plasma de mujeres con 

cáncer de mama promueven la secreción de MMP-2 y -9. Para cumplir con este 

objetivo, células HUVEC fueron tratadas a diferentes tiempos con fracciones de 

VEs de dos mujeres del grupo control y cinco fracciones de mujeres con cáncer 

mamario (CaMa 1, 2, 3, 4 y 5). Los medios condicionados fueron obtenidos y 

analizados mediante zimografía en gelatina. Como se observa en la (Fig. 16A). 

Los resultados demuestran que el tratamiento con VEs presentes en mujeres del 

grupo control y VEs de pacientes con CaMa, promueven la secreción de MMP-2 

(gelatinasa-A) sin evidentes cambios entre ambas condiciones. Sin embargo, el 

tratamiento a células HUVEC con VEs obtenidas de pacientes con CaMa 1, 2 y 3 

inducen una evidente secreción de MMP-9 (gelatinasa-B), no siendo así con VEs 

obtenidas de las pacientes con CaMa 4 y 5 y las VEs presentes en mujeres del 

grupo control. Considerando los resultados anteriores con respecto a la secreción 

de MMPs por células HUVEC, decidimos determinar la participación de VEs en 

invasión celular. Para ello, células HUVEC fueron colocadas en la parte superior 

de la cámara de Boyden previamente recubierta con matrigel, mientras que en la 

parte inferior de la cámara fueron colocadas las fracciones de VEs obtenidas del 

plasma de mujeres del grupo control (n=3) o fracciones de VEs aisladas de 
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plasma de mujeres con cáncer mamario (n=8; 4 estadio I y 4 e estadio II). Como 

se observa en la Fig. 16B, las fracciones de VEs de mujeres con cáncer de mama 

en estadio clínico I y II, inducen un incremento significativo en la invasión de 

células HUVEC comparado con el estímulo generado por VEs presentes en 

mujeres del grupo control. 
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Fig.16 Las VEs obtenidas de plasma de mujeres con cáncer mamario inducen invasión en 

células HUVEC. (A) Cultivos de células HUVEC fueron tratadas durante 12 horas con fracciones 

de VEs obtenidas de 2 mujeres del grupo control y fracciones de VEs obtenidas de 5 mujeres con 

cáncer mamario. A continuación, se obtuvieron y concentraron los medios condicionados, y fueron 

analizados mediante zimografía en gelatina. Se incluyeron controles positivos; células HUVEC 

tratadas con PDB durante 12 horas fueron utilizadas como control positivo de la secreción de 

MMP-9 y etanol para la secreción de MMP2. (B) Células HUVEC fueron colocadas sobre el 

matrigel en cámaras de Boyden y estimuladas con fracciones de VEs obtenidas de 3 mujeres del 

grupo control y fracciones de VEs obtenidas de 8 mujeres con cáncer mamario. La invasión celular 

fue evaluada a las 48 horas después del estímulo. (C) Grafica que representa la capacidad 

invasiva de las células HUVEC con respecto al estadio clínico de la enfermedad. Las gráficas 

representan la media ±D.E. y es expresada como las veces de invasión con respecto al control 

(células HUVEC estimuladas con VEs Ctrl). Los asteriscos denotan significancia estadística. * P 

<0,01, ** P <0,001 

VIII.17.- Las VEs obtenidas de plasma de mujeres con cáncer mamario 

inducen angiogénesis en células HUVEC.  

 

Para evaluar la capacidad angiogénica de las VEs presentes en mujeres del grupo 

control y VEs de pacientes con CaMa sobre células HUVEC, se realizaron 

ensayos de angiogénesis en matrigel in vitro. Como se observa en la Fig. 17A, las 

células endoteliales que fueron estimuladas con las VEs obtenidas de plasma de 

pacientes con CaMa formaron estructuras de tipo capilar en forma de red, por el 

contrario, las células endoteliales que fueron estimuladas con VEs presentes en 

mujeres del grupo control, no promueven la formación de estructuras tubulares en 

las células HUVEC.  Además, el estímulo con VEs obtenidas de mujeres con 

CaMa de acuerdo al estadio clínico de la enfermedad nos indica que VEs de 

carcinoma ductal in situ (CDIS) inducen la formación de estructuras tubulares 

menos complejas y sin cambios estadísticamente significativos con respecto a 

VEs control. Sin embargo, de manera interesante observamos que VEs obtenidas 

de mujeres con CaMa en estadio II y III favorecen la formación de estructuras 

tubulares que forman una red de células HUVEC y este efecto es estadísticamente 

significativo (Fig. 17B). Estos resultados nos sugieren que, VEs obtenidas de 

plasma de pacientes con CaMa podrían tener cargos proangiogénicos que 

comunican a células endoteliales, generando angiogénesis. 
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Fig. 17 Las VEs obtenidas de plasma de mujeres con cáncer mamario inducen angiogénesis 

en células HUVEC. Los medios condicionados fueron obtenidos del plasma de pacientes con 

CaMa y pacientes control, mediante centrifugación diferencial se aisló y purificó la fracción 

enriquecida de VEs. A) Cajas de cultivo de 24 pozos fueron recubiertas con matrigel y células 

HUVEC fueron colocadas con una densidad de 30,000 cel/pozo. Las células fueron estimuladas 

con 40,000 VEs por 8 h, teñidas y fotografiadas. B) La gráfica representa la media +/- D.E. del 

análisis del índice angiogénico, expresada como veces de aumento respecto a VEs control. ). Los 

asteriscos denotan significancia estadística. * P <0,01, ** P <0,001, **** P <0,00001. 
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VIII.18.- Cambios en la expresión de proteínas pro-angiogénicas asociadas a 

VEs derivadas del plasma de pacientes con CaMa dependiente del estadio 

clínico de la enfermedad. 

 

Considerando los efectos de las fracciones de VEs de pacientes con CaMa sobre 

los procesos angiogénicos y la posibilidad de que en ellas vayan inmersas algunas 

moléculas proangiogénicas de acuerdo al estadio clínico de la enfermedad, 

decidimos analizar la presencia de estas mediante Inmunodetección con 

anticuerpos anti-VEGF, anti-EGF y anti-FGF. Los resultados mostraron que 

únicamente las VEs de pacientes con CaMa en estadio III expresan 

significativamente mayores cantidades de VEGF comparado con las VEs de 

pacientes control (Fig. 18A). Además, observamos de manera interesante que VEs 

de pacientes con CaMa en estadio I y III expresan cantidades significativas de 

FGF. Con respecto a EGF, en la Fig. 18A observamos que esta se encuentra 

incrementada sobre todo en VEs de pacientes con CaMa en estadio II con 

respecto a las VEs de pacientes control. Estos resultados nos sugieren que los 

efectos observados de VEs obtenidas de pacientes con CaMa sobre los diferentes 

procesos angiogénicos, se debe a la diversidad de cambios en los cargos 

moleculares dentro de VEs de acuerdo al estadio clínico de la enfermedad, 

jugando un papel clave en la progresión tumoral (Fig. 18A). 
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Fig.18 Cambios en la expresión de proteínas pro-angiogénicas asociadas a VEs derivadas 

del plasma de pacientes con CaMa dependiente del estadio clínico de la enfermedad. (A-C) 

Las fracciones de VEs obtenidas del plasma de pacientes con CaMa dependiente del estadio 

clínico de la enfermedad se analizaron mediante Inmunodetección con anti-VEGF, anti-EGF, anti-

FGF y anti-Flotillina-2. Se incluyeron controles positivos (VEGFrh, EGFrh, FGFrh). Los gráficos 

representan la media ± SD y expresan el incremento en la expresión de VEGF, EGF o FGF 

comparado con el Ctrl. Los asteriscos denotan significancia estadística. ** P <0,001, *** P <0,0001, 

**** P <0,00001. 
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VIII.19.- Cambios en la expresión de β-catenina asociada a VEs obtenidas de 

plasma de mujeres con CaMa. 

 

Debido a que se ha determinado que β-catenina fosforilada en Ser 675 favorece la 

trascripción de genes blanco que conducen a un incremento en la angiogénesis 

tumoral [152], analizamos la presencia de esta proteína fosforilada dentro de VEs 

obtenidas de pacientes con CaMa en diferentes estadios clínicos de la 

enfermedad (CM I-IV). Nuestros hallazgos demuestran la presencia de β-catenina 

fosforilada en Ser 675 en VEs de pacientes control y VEs de pacientes con CaMa 

en todos los estadios clínicos, sin embargo, se observan cambios significativos 

únicamente en VEs de CaMa en estadios III y IV con respecto a las VEs de 

pacientes control (Fig. 19). 

 

 

 

Fig.19 Cambios en la expresión de β-catenina asociada a VEs obtenidas de plasma de 

mujeres con CaMa. Los medios condicionados fueron obtenidos y las fracciones de VEs fueron 

aisladas a partir de 16 pacientes en con CaMa; 4 pacientes por cada estadio clínico (I-IV). Las VEs 

fueron lisadas para obtener proteínas totales las cuales fueron cuantificadas y analizadas mediante 

Inmunodetección con anti- β-catenina. Los gráficos representan la media ± SD y expresan el 

incremento en la expresión de β-catenina comparado con VEs obtenidas de pacientes Ctrl. Los 

asteriscos denotan significancia estadística. * P <0,05, ** P <0,001. 
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VIII.21.- Figuras suplementarias  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1S Diagrama esquemático que muestra el procedimiento experimental general 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2S Diagrama esquemático que muestra el procedimiento experimental general de estimulación 

de células HUVEC con VEs 
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Fig.3S VEs de células MCF-7 estimuladas con AL inducen migración en células HUVEC. Los 

cultivos de células HUVEC se rasparon y se trataron durante 48 h con EV de células MCF-7 no 

estimuladas (VEs Ctrl) y se estimularon con 90 µM de AL durante 48 (VEs AL). Se incluyó un 

control de células HUVEC sin tratamiento con VEs (Basal). Los gráficos representan la media ± DE 

y expresan el incremento de migración con respecto a VEs Ctrl. Los asteriscos denotan 

significancia estadística. * P <0,05, 
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IX DISCUSIÓN 

 
Estudios epidemiológicos y en modelos animales han demostrado una correlación 

entre la alta ingesta de grasas en la dieta y el riesgo de desarrollar cáncer de 

mama [157, 158]. En particular, las dietas occidentales caracterizadas por un bajo 

consumo de ácidos grasos omega-3 asociado a un alto consumo de ácidos grasos 

omega-6 están relacionadas con un mayor riesgo de desarrollar cáncer de mama 

[159]. El AL es un ácido graso poliinsaturado (AGPI) omega-6 y un componente 

importante de los aceites vegetales, estimándose una ingesta en las dietas 

occidentales de alrededor de 15-20 g por día por persona, con una concentración 

plasmática de ~ 275 µM [160, 161]. Previamente, se demostró en células de 

cáncer de mama MDA-MB-231 que el AL promueve una variedad de procesos 

celulares que incluyen migración e invasión a través de la actividad de PLD 11-13. 

Además, el tratamiento de las células MDA-MB-231 con 90 µM de AL induce la 

secreción de VEs, que promueven un proceso similar a la TEM en las células 

epiteliales mamarias MCF10A [162]. Por esa razón, en este estudio, 

determinamos si las VEs inducidas por el estímulo con AL en células MDA-MB-

231 y VEs de plasma de pacientes con CaMa favorecen otros eventos biológicos 

que son importantes para la progresión del tumor de cáncer de mama, como la 

angiogénesis y evaluar las vías de señalización por las cuales las VEs inducen 

dicho efecto en células endoteliales. 

Una variedad de enfermedades que incluyen trastornos cardiovasculares, 

infecciones, enfermedades autoinmunes y cáncer, incluido el cáncer de mama, se 

caracterizan por un mayor número de VEs en sangre periférica [163-165].Mediante 

resultados previamente reportados, demostramos, a través del uso del citómetro 

FACScan (Dako Cytomations) [162], que la estimulación de las células MDA-MB-

231 con 90 µM de AL, no induce un aumento en el número de VEs en medios 

condicionados, comparado con células MDA-MB-231 no estimuladas. Sin 

embargo, en una caracterización adicional utilizando el citómetro BD LSRFortesa, 

en este estudio, demostramos, en contraste con nuestros resultados anteriores, 

que la estimulación con AL sobre células MDA-MB-231 induce eficazmente un 

aumento en el número de VEs en los medios condicionados. En relación a estas 
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observaciones y dado que el citómetro FACScan no es capaz de detectar a las 

VEs más pequeñas (exosomas), proponemos que el tratamiento sobre células 

MDA-MB-231 con AL induce principalmente un aumento en la secreción de 

exosomas. Razón por la que anteriormente no encontramos ningún aumento en el 

número de VEs en los medios condicionados. Apoyando nuestra propuesta, el 

análisis mediante NTA de medios condicionados muestran que el tratamiento de 

células MDA-MB-231 con AL induce un aumento en la secreción de VEs de 

tamaños entre 30-350 nm.  

La angiogénesis es un proceso que involucra una variedad de factores que 

incluyen la comunicación entre las células endoteliales (CE) y su microambiente, 

factores paracrinos, interacciones célula a célula y unión de las CE a la MEC [104, 

166]. Durante la angiogénesis, las CE brotan y crecen hacia el estímulo 

angiogénico, implicando una variedad de procesos que incluyen la proliferación de 

CE, degradación de la membrana basal de los vasos, migración, sobrevivencia y 

la diferenciación de células endoteliales, las cuales se organizan y forman 

estructuras tubulares que eventualmente se unirán, para finalizar con la formación 

de vasos sanguíneos [167]. De acuerdo con esos preceptos, ahora revelamos que 

las VEs liberadas por las células epiteliales pueden estimular la angiogénesis 

probablemente en los vasos vecinos. El mecanismo subyacente al proceso 

necesita una mayor aclaración, pero podría implicar la estimulación o inhibición, 

que depende de su origen, carga y estímulo utilizado para inducir la liberación de 

estas [166, 168]. De acuerdo con esos antecedentes, demostramos que las VEs 

de células MDA-MB-231 estimuladas con AL inducen migración, secreción de 

MMP-9, aumento de secreción de MMP-2, invasión, proliferación y angiogénesis 

en células HUVEC comparado con los efectos de VEs obtenidas de células MDA-

MB-231 no estimuladas. Además, las células de cáncer de mama MCF-7, las 

cuales expresan receptores de estrógeno y progesterona fueron estimuladas con 

VEs-AL favoreciendo la migración en las células HUVEC. Estos resultados 

sugieren fuertemente que el tratamiento con AL induce la liberación de VEs que 

median los procesos celulares involucrados en la angiogénesis en diferentes tipos 

de células de cáncer de mama, incluidas las células TNBC; MDA-MB-231 y las 
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células de cáncer de mama MCF-7. De acuerdo con esta idea, informes anteriores 

demuestran que las MVs obtenidas de células MDA-MB-231 promueven la 

activación de los receptores de VEGF y la angiogénesis tumoral a través de una 

forma única de 90 kDa de VEGF (VEGF90K) [110]. Por lo tanto, es fácil especular 

que el AL pueda promover la formación y liberación de VEs que expresen una 

gran variedad de factores pro-angiogénicos, que inducen procesos biológicos 

endoteliales acompañando al proceso angiogénico per se. Por el contrario, las 

VEs de células MDA-MB-231 no estimuladas, expresan niveles muy bajos de 

factores angiogénicos y, por lo tanto, median la angiogénesis más lentamente. 

Apoyando nuestra propuesta, también demostramos que las VEs secretadas por 

células MDA-MB-231 no estimuladas expresan niveles bajos de VEGF y la 

estimulación de estas células con AL induce un aumento en la expresión de VEGF 

en las VEs. 

El microambiente del cáncer de mama está compuesto por una variedad de 

células que incluyen; células cancerosas, fibroblastos, leucocitos, adipocitos, 

células mioepiteliales y endoteliales, además de una variedad de componentes, 

tales como MEC, citocinas, hormonas, factores de crecimiento y enzimas [169]. 

Para determinar si las VEs de células MDA-MB-231 estimuladas con AL pueden 

inducir proliferación en ausencia o presencia de una variedad de citocinas, 

hormonas y factores de crecimiento, determinamos dicho proceso celular en 

ausencia y/o presencia de SFB en células HUVEC. Nuestros resultados 

demuestran que las VEs de células MDA-MB-231 estimuladas con AL inducen una 

fuerte proliferación en ausencia y en presencia de SFB en las células HUVEC. 

Estos resultados apoyan la propuesta de que las VEs de células MDA-MB-231 

estimuladas con AL juegan un papel importante en el proceso de angiogénesis en 

el tumor. Pero, además, nos sugiere que el AL podrían estar induciendo cambios 

en las células secretoras, de tal manera que modifican los cargos moleculares que 

son secretados a través de VEs, las cuales comunican a células HUVEC 

favoreciendo la proliferación de estas, incluso en niveles similares a lo observado 

en presencia de SFB, esto con respecto a los resultados observados cuando se 

estimula con VEs Control. 
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Durante la angiogénesis, las CE son móviles e invasivas, razón por la cual forman 

numerosos filopodios. Las cinasas FAK y Src están implicadas en la tumorigénesis 

y la metástasis, debido a que median la supervivencia, la migración, la invasión, la 

angiogénesis y el proceso de TEM [170]. La activación de FAK está mediada por 

la autofosforilación en Tyr-397, creando un sitio de unión para las cinasas de la 

familia Src y promueve la formación del complejo FAK-Src. Src fosforila a FAK en 

otros residuos de Tyr, incluidos Tyr-576 y Tyr-577, que activa las vías de 

transducción de señales descendentes que modulan varios procesos biológicos, 

incluida la migración e invasión [171, 172]. Nuestros hallazgos demuestran que las 

VEs de células MDA-MB-231 tratadas con AL inducen activación de FAK y Src a 

tiempos cortos y largos de estimulación en células HUVEC. Además, las VEs de 

células MDA-MB-231 tratadas con AL inducen la migración a través de la actividad 

de FAK y Src en las células HUVEC. En concordancia con nuestros resultados, en 

otros modelos se ha reportado que, los exosomas del plasma de mujeres sanas 

inducen la activación de FAK en células MDA-MB-231, mientras que las VEs 

obtenidas de fibroblastos inducen un fenotipo invasivo a través de la activación de 

FAK y Src en fibroblastos receptores [173, 174]. Dado que la angiogénesis 

requiere migración e invasión de CE, proponemos que las VEs de células MDA-

MB-231 tratadas con AL inducen la angiogénesis a través de la actividad de FAK y 

Src en células HUVEC. Apoyando nuestra propuesta, demostramos previamente 

que las VEs de células MDA-MB-231 estimuladas con AL inducen migración e 

invasión en células epiteliales mamarias MCF10A [162, 175]. Sin embargo, no se 

puede descartar la implicación de un sistema más complejo en el proceso. De 

hecho, nuestros resultados muestran que las VEs de células MDA-MB-231 

tratadas con AL estimularon la liberación de MMP-2 y -9, dos metaloproteasas que 

se han relacionado directamente con la invasión celular rio abajo de Src [176]. 

Además, dado que la activación de FAK y Src mostró disparidades a lo largo del 

tiempo en las células HUVEC estimuladas con VEs, proponemos que se establece 

una interacción compleja entre ambas proteínas durante la angiogénesis y este 

mecanismo podría ser esencial en el proceso de migración e invasión [174, 177], 

así como también en el proceso de TEM en células epiteliales mamarias [162, 
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175]. Por lo tanto, la activación de FAK y Src debido a las VEs liberadas por las 

células tumorales mamarias expuestas a AL podrían estar mediando el 

mantenimiento y desarrollo del tumor mamario. 

FFAR1 y FFAR4 son receptores acoplados a proteínas G (GPCR) activados por 

ácidos grasos de cadena media y larga y expresados en células de cáncer de 

mama MDA-MB-231 y MCF-7, además de células epiteliales mamarias humanas 

MCF10A [56, 57, 59, 60]. En particular, el AL media la migración, invasión, un 

aumento en la concentración de Ca2+ citosólico, la activación de la vía PLD y 

PI3K/Akt a través de FFAR1 acoplado a Gi/Go  y/o FFAR4 acoplado a proteínas 

Gq/11 en células de cáncer de mama [56, 60, 178-181]. Así mismo el AL induce 

una elevación de Ca2+ citosólico a través de FFAR1 y Gi/Go en células MCF-7, y el 

ácido oleico induce la proliferación a través de FFAR1 y Gi/Go en células MDA-

MB-231 [180, 182]. En este estudio demostramos que el AL, a través de la 

activación de FFAR1 y FFAR4, induce la liberación de VEs secretadas por células 

MDA-MB-231 que median la migración en células HUVEC. Dado que la 

angiogénesis requiere migración celular, proponemos que las VEs de células 

MDA-MB-231 estimuladas con AL inducen la angiogénesis a través de la 

activación de FFAR1/FFAR4 y la consecuente activación de Gq/11,Gi/Go en 

células HUVEC. Se ha demostrado que las VEs de células MDA-MB-231 tratadas 

con AL inducen la migración y un proceso similar a la TEM en células epiteliales 

mamarias no tumorigénicas MCF10A [162]. Curiosamente, las VEs de células 

MDA-MB-231 tratadas con ácido oleico no son capaces de inducir migración en 

células epiteliales mamarias MCF10A [162]. Por tanto, proponemos que los ácidos 

grasos libres inducen la liberación de VEs con cargos específicos en células de 

cáncer de mama, que son capaces de mediar respuestas celulares específicas en 

otros tipos celulares, como las células MFC10A y las células HUVEC.  

Las VEs han sido activamente liberadas dentro del microambiente tumoral con 

papeles pleiotrópicos en el crecimiento tumoral y metástasis, incluyendo 

angiogénesis y modulación inmune. Sin embargo, las funciones y el subyacente 

mecanismo de liberación de exosomas mediante células de cáncer de mama 

expuestas al tratamiento con AL se mantiene desconocido. Recientes estudios 
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han mostrado que las VEs median la comunicación célula-célula mediante la 

transferencia horizontal de RNAs y proteínas, las cuales juegan un significativo 

papel en una variedad de procesos fisiológicos y patológicos, incluyendo el cáncer 

[142, 183-185]. En este estudio nosotros investigamos el mecanismo de 

señalización que es activado sobre células secretoras (MDA-MB-231) cuando 

estas son expuestas al tratamiento con AL, además, los cambios proteicos dentro 

de VEs, cambios proteicos generados sobre células receptoras (HUVEC) y su 

efecto funcional. 

Con base a las evidencias que determinan nuevos sitios de fosforilación no 

canónicos de la proteína β-catenina, efector clave en la cascada de señalización 

de Wnt [186] y los antecedentes que demuestran la implicación de esta vía en 

angiogénesis. En nuestros resultados determinamos que el AL expuesto sobre 

células MDA-MB-231 incrementa los niveles proteicos de β-catenina fosforilada en 

Ser 552 y 675 a las 6 horas después del estímulo. Además, esta proteína 

fosforilada se localiza preferentemente en la parte citoplasmática y peri-nuclear de 

las células. Adicionalmente, demostramos que las VEs liberadas por células MDA-

MB-231 bajo el estímulo con AL durante 6 y 48 horas, fueron enriquecidas también 

con β-catenina fosforilada en Ser 552 y 675. Nosotros proponemos que la 

fosforilación en estos residuos no canónicos de β-catenina en células MDA-MB-

231 bajo el estímulo con AL se llevan a cabo a través de la activación de GPR40 y 

120 los cuales, a través de las proteínas Gαq/11, dímero βϒ y/o trans-activaciones 

con otros receptores, conducen a la activación de AKT y PKA, induciendo la 

fosforilación de β-catenina en ser 552 y 675, respectivamente, favoreciendo así, 

los cambios en su localización subcelular, permitiendo por un lado, su 

acumulación en el citoplasma y núcleo, regulando la transcripción de genes blanco 

de la vía de Wnt y por otro lado favoreciendo la selección de cargos y el 

direccionamiento de los cuerpos multivesiculares hacia la membrana celular para 

su posterior liberación de VEs a través de una posible asociación con las proteínas 

14-3-3. Sin embargo, se requiere realizar experimentos adicionales para sustentar 

esta hipótesis [140, 141, 179, 186]. Así mismo, determinamos que las VEs-AL 

expuestas sobre células receptoras (HUVEC) incrementan los niveles proteicos de 
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wnt3a, wnt5a y β-catenina total en disparidad de tiempos. En ese sentido, se ha 

reportado que durante el proceso angiogénico se requiere de cambios en la 

morfología de las células endoteliales a través del proceso de Transición Endotelio 

Mesénquima en donde las uniones adherentes lideradas principalmente por la 

expresión de VE-cadherina, se encuentran disminuidas y esto le permite a las 

células endoteliales, tener un fenotipo alargado, facilitando la migración e invasión 

de las células rumbo a la formación de nuevos vasos, sin embargo, una vez que 

es suficiente el reclutamiento de las células rumbo a la formación de la nueva 

vasculatura, la morfología de las células, experimentan un nuevo cambio a través 

del proceso de Transición-Mesénquima-Endotelio [142, 187-192]. En ese tenor y 

considerando que se ha reportado que, la proteína wnt3a participa principalmente 

en la proliferación y wnt5a en la diferenciación celular, proponemos que a las 6 

horas post-estímulo sobre células endoteliales, el incremento en los niveles de 

wnt3a se deba a la señalización que lleva a cabo para la proliferación de las 

mismas, efecto celular que evaluamos en este estudio, y el segundo pico de 

expresión de wnt3a observado a las 24 y 30 horas se deba a que, esta induce la 

actividad de wnt5a favoreciendo ahora la diferenciación celular a través de la 

secreción de calcio. Este incremento de la secreción de calcio podría estar 

asociándose a las cadherinas que a su vez interaccionan con la proteína β-

catenina, de esta manera mantiene las uniones celulares para que los vasos 

sanguíneos se formen. Sin embargo, el incremento en los niveles proteicos de β-

catenina podría tener otra participación en los efectos celulares endoteliales 

considerando que las VEs-AL llevan como cargo a la proteína β-catenina 

fosforilada en ser 552 y 675, por lo cual, resultaría importante evaluar los niveles 

de VE-cadherina y β-catenina fosforilada en células blanco, así como también su 

localización subcelular en las mismas.  

Para reforzar la idea respecto a la participación de β-catenina en la regulación de 

angiogénesis, demostramos que las VEs derivadas de células MDA-MB-231 

estimuladas con AL promueven migración inducida por la señalización de β-

catenina en células endoteliales. Evidenciando que las VEs median la señalización 

de la vía Wnt/β-catenina en células endoteliales posiblemente a través de su 
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translocación al núcleo favoreciendo la interacción con factores de transcripción 

que regulan la expresión de genes blanco de la vía, potenciando la migración 

endotelial. En resumen, demostramos que el AL induce la liberación de VEs de las 

células MDA-MB-231 que a su vez son responsables de inducir migración, 

invasión y angiogénesis en células endoteliales a través de la señalización de 

wnt/β-catenina. Por lo tanto, nuestros hallazgos respaldan el papel del AL como 

actor fundamental en la formación y el desarrollo del cáncer de mama.  

Las vesículas extracelulares (VEs) derivadas del cáncer contienen varias 

moléculas asociadas al tumor, como proteínas con mutaciones, oncoproteínas 

sobreexpresadas, glicoproteínas, ARNm, ARN no codificantes y fragmentos de 

ADN. Se ha demostrado que, al liberar su contenido a células blanco, propagan 

características fenotípicas, favoreciendo resistencia a los medicamentos, aumento 

en la tasa de proliferación e invasividad en las células cancerosas y media la 

inmunosupresión inducida por cáncer. Por lo tanto, Las VEs derivadas del cáncer 

han ganado una atención cada vez mayor como biomarcadores y dianas 

terapéuticas. A diferencia de las células tumorales circulantes, las VEs son muy 

abundantes en biofluidos y protegen su carga molecular contra la degradación y 

pueden acarrear moléculas asociadas con fenotipos específicos [193]. Los 

métodos invasivos y el dolor que causa a los pacientes la obtención de muestras a 

través de biopsias de tejidos, inhiben el uso rutinario de procedimientos para el 

diagnóstico y la vigilancia del cáncer. En ese sentido y con la intención de abordar 

con mayor claridad la importancia en la comunicación intercelular regulada por 

VEs obtenidas de suero de pacientes con CaMa y su papel en angiogénesis, en 

este trabajo, en primera instancia, determinamos el número de VEs presentes en 

suero de mujeres mexicanas con/sin cáncer de mama. El método de aislamiento 

de VEs utilizado permite eliminar las VEs de origen plaquetario, puesto que estas 

representan la mayoría (≈80%) de VEs presentes en el plasma [194]. Nuestros 

resultados demostraron que el número de VEs presentes en plasma de mujeres 

con cáncer mamario es significativamente mayor con respecto a mujeres sanas 

del grupo control. Además, las VEs obtenidas de plasma de pacientes con CaMa 

presentan un tamaño de entre 71-128 nm y las VEs de pacientes control de 176 a 
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248 nm. Proponemos que las células de CaMa median principalmente la 

comunicación entre las células tumorales y el estroma a través de la liberación y 

captación de exosomas. Como sustento a la propuesta, se ha demostrado que el 

número de VEs se encuentra elevado en pacientes con cáncer gástrico en 

diferentes estadios, con respecto al grupo control [194]. Así mismo, estos 

hallazgos concuerdan con lo anteriormente reportado por nuestro grupo de trabajo 

en donde se demostró que pacientes con cáncer mamario en los estadios I a IV 

las células cancerosas secretan mayores cantidades de VEs a la circulación [163].   

La angiogénesis comprende cuatro pasos secuenciales: a) Degradación de la 

membrana basa y la matriz extracelular, b) Activación y migración de las células 

endoteliales, c) Proliferación de las células endoteliales y d) Las células 

endoteliales se transforman en estructuras en forma de tubo y forman tubos 

capilares [17, 195]. Nuestros hallazgos demuestran que las VEs de mujeres con 

CaMa en diferentes estadios clínicos de la enfermedad y tumores con expresión 

diferencial de los receptores; RE, RP y Her2/neu median la migración diferencial 

en células HUVEC. 

La migración de células endoteliales es esencial para la angiogénesis. Este 

proceso móvil está regulado direccionalmente por estímulos quimiotácticos, 

haptotáxicos y mecanotáxicos y además implica la degradación de la matriz 

extracelular para permitir la progresión de las células migratorias [196]. Nuestros 

hallazgos demuestran que la migración de células HUVEC inducida por VEs 

obtenidas de plasma de pacientes con CaMa también está relacionada con el 

tamaño de los tumores (T2-T4); sin embargo, la migración no está relacionada con 

la invasión de los ganglios linfáticos y la metástasis, esto debido a que los 

hallazgos muestran migración en N0 y M0. Además, las VEs de pacientes control, 

no inducen migración de células HUVEC, efecto similar a lo observado en células 

no tratadas (basal). Curiosamente, las VEs de cáncer de mama en estadio I y 

tumores T1 no inducen la migración de células HUVEC. Dado que, el estadio I es 

el estadio más temprano de cáncer de mama invasivo, donde el tumor tiene 2 cm 

o menos y/o pequeños grupos de células cancerosas que se encuentran en 

ganglios linfáticos que miden no más de 2 mm, además, T1 corresponde a un 
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tumor con un tamaño de 2 cm o menos [197]. Proponemos que las mujeres con 

CaMa durante las primeras etapas de la neoplasia liberan VEs sin factores 

angiogénicos o niveles muy bajos de estos, los cuales no son capaces de mediar 

la migración de células endoteliales ni angiogénesis. Por el contrario, las mujeres 

con CaMa durante los estadios II-IV y los tamaños de tumor T2-T4 liberan VEs 

que median la migración de células endoteliales y en seguida, median el proceso 

angiogénico. 

Durante el brote angiogénico, las células endoteliales secretan proteasas que 

degradan la membrana basal, la matriz extracelular y posteriormente brotan y 

crecen hacia el gradiente de factores angiogénicos [198]. En este proyecto 

demostramos que VEs de mujeres sanas inducen invasión y angiogénesis de una 

manera similar a las células no tratadas (basal), mientras que, las VEs obtenidas 

de pacientes con CaMa favorecen significativamente la invasión y angiogénesis en 

células HUVEC. Además, las VEs de mujeres con CaMa en estadio II y III 

incrementan la invasión y angiogénesis de manera similar. Interesantemente las 

VEs obtenidas de pacientes con CDIS inducen angiogénesis similar a lo 

observado cuando estimulamos a células HUVEC con VEs control o células sin 

tratamiento. Dado que el CDIS es una proliferación neoplásica de células 

epiteliales ductales mamarias confinadas al sistema ductal-lobulillar sin invasión 

de la membrana basal [199], proponemos que solo las VEs secretadas por 

pacientes con CaMa de tumores invasivos liberan VEs que inducen la invasión y 

luego la angiogénesis. Apoyando nuestra propuesta, en este mismo trabajo 

demostramos que las VEs de CaMa MDA-MB-231 estimuladas con AL 

incrementan la secreción de MMP-2 y MMP-9, invasión y angiogénesis, mientras 

que los exosomas hipóxicos de las células cancerosas esofágicas promueven la 

invasión y angiogénesis en células HUVEC [200].  

El inicio y la progresión de la angiogénesis tumoral se debe principalmente a 

factores de crecimiento pro-angiogénicos, incluidos VEGF, FGF, EGF y factor de 

crecimiento derivado de plaquetas [17, 195] y Nuestros hallazgos demuestran que 

las VEs de CaMa en diferentes etapas clínicas de la enfermedad expresan niveles 

diferenciales de VEGF, FGF y EGF. Con este conjunto de resultados, proponemos 
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que existen variaciones en los cargos moleculares que van inmersos en las VEs y 

estos cambios son dependientes de la etapa clínica de la enfermedad, 

características moleculares y estructurales del tumor, esto debido a la estrecha 

comunicación del microambiente tumoral; entre todas las células, vías de 

señalización, MMPs y citosinas involucradas que desde su funcionamiento juegan 

un papel clave en la agresividad del tumor, siendo estas, características que 

hacen que los tratamientos tengan éxito o no en las pacientes. Aunado a esto, 

proponemos que en mujeres mexicanas con cáncer mamario en los diferentes 

estadios (I a IV) las células cancerosas secretan mayores cantidades de VEs a la 

circulación, en donde las VEs inducen múltiples procesos de progresión tumoral 

como angiogénesis, resistencia a la respuesta inmune antitumoral, invasión y 

metástasis. Como sustento a la propuesta, se ha demostrado que la cantidad de 

VEs secretadas por células tumorales se correlaciona con la capacidad invasiva y 

metastásica [201, 202]. Además, en otro estudio se demostró que en comparación 

con el grupo control, el número de VEs en pacientes con cáncer gástrico está 

significativamente elevada en todas las etapas clínicas [116, 203].  

La cantidad de VEs liberadas por las células tumorales se ha correlacionado con 

su invasividad in vitro e in vivo, así como el hecho de que las cargas moleculares 

en VEs median la transferencia de estas a células adyacentes o distantes 

participando en diversas etapas permitiendo la progresión del tumor, incluida la 

angiogénesis [145, 204] Con base a estos antecedentes, en este trabajo 

demostramos que las VEs obtenidas del plasma de pacientes con CaMa inducen 

invasión de células endoteliales siendo más evidente en VEs obtenidas en etapa II 

de la enfermedad, para soportar estos resultados, observamos, además, que 

estas VEs obtenidas de pacientes, inducen un incremento en la secreción de 

MMP-9. Proponemos que las VEs llevan como cargo proteínas de adhesión 

celular y MMPs que una vez colocadas sobre células endoteliales, transfieren sus 

cargos y modifican la señalización de estas, permitiendo la secreción de MMPs, 

facilitando la degradación de la MEC lo cual permite que las células invadan hacia 

la formación de la nueva vasculatura. Para respaldar nuestra propuesta, se ha 

demostrado que, en tumores de línea celular de cáncer de colon mediante el 
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análisis proteómico cuantitativo, demostraron que los exosomas son VEs 

enriquecidas de proteínas que participan en uniones célula-célula, adhesión 

célula- matriz extracelular, maquinaria que participa en la biogénesis de los 

exosomas y proteínas de vías de señalización, por su parte, la población de MVs 

son enriquecidas con proteínas asociadas al metabolismo [205]. Además, 

investigaciones recientes de perfiles proteicos han revelado la presencia de 

metaloproteinasas como las metaloproteinasas de matriz (MMP) en VEs de varios 

tipos de células y fluidos corporales. Las MMP asociadas a las VEs pueden alterar 

los cargos de las VEs mediante el desprendimiento del ectodominio, ejerciendo 

una actividad proteolítica o contribuyendo directamente a la degradación de las 

proteínas de la matriz extracelular que rodean las células favoreciendo eventos de 

migración e invasión en células tumorales  [206, 207]. 

Las VEs ofrecen un panorama "Instantáneo" de sus células precursoras en tiempo 

real y contienen una colección rica en información de ácidos nucleicos, proteínas, 

lípidos, etc. El análisis de la fosforilación de proteínas, como un marcador de la 

señalización celular y la progresión de la enfermedad podría ser un importante 

trampolín para aplicaciones exitosas mediante la obtención de suero, plasma, 

biopsia líquida y otro fluidos corporales [208] Con ese enfoque, nosotros 

observamos que en VEs obtenidas de mujeres con CaMa únicamente en estadio 

III y IV se expresa significativamente la proteína β-Catenina fosforilada en Ser 675, 

siendo este, un hallazgo importante debido a que por primera vez se reporta la 

participación de esta proteína fosforilada y nos abre el panorama para incrementar 

el número de muestras a evaluar y poder analizar otros posibles candidatos que 

pudieran expresarse de forma variable de acuerdo a la etapa clínica de la 

enfermedad y conocer sus funciones celulares. Por ello, proponemos que las VEs 

presentes en mujeres con cáncer mamario en etapas tardías median 

comunicación intercelular a través de la transferencia de β-Catenina P-Ser 675, 

regulando procesos involucrados en la migración e invasión de células 

endoteliales, siendo estos, eventos celulares finales para la formación de la 

neovasculatura y en consecuencia una etapa previa a la metástasis.  
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En resumen, las VEs secretadas por células MDA-MB-231 estimuladas con AL y 

VEs de mujeres con CaMa en diferentes etapas clínicas, promueven procesos 

celulares involucrados en angiogénesis, participando activamente la proteína β-

catenina  
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X CONCLUSIONES 

 

 Las VEs obtenidas de células MDA-MB-231 estimuladas con AL ejercen 

efectos pro-angiogénicos (proliferación, migración, invasión y angiogénesis) 

sobre células endoteliales 

 El AL induce la fosforilación y localización citoplásmica / peri-nuclear de P-

β-Catenina (552 y 675) sobre células MDA-MB-231. 

 Las VEs secretadas por células MDA-MB-231 estimuladas con AL, llevan 

como cargo a la proteína VEGF y P-β-Catenina (552 y 675). 

 VEs obtenidas de células MDA-MB-231 estimuladas con AL inducen 

incremento en los niveles proteicos de Wnt3a, Wnt5a, p-Src, p-FAK y β-

Catenina en células HUVEC. 

 El proceso de migración de células HUVEC inducido por VEs secretadas 

por células MDA-MB-231 estimuladas con AL es regulado a través de la 

línea; GPR40/GPR120 en células secretoras y β-Catenina, pFAK y pSrc en 

células receptoras 

 VEs obtenidas de plasma de pacientes con CaMa llevan como cargo a la 

proteína β-Catenina p675, VEGF, EGF y FGF e inducen efectos pro-

angiogénicos variables de acuerdo al estadio clínico de la enfermedad 
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