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Glosario 
Akt (protein kinase B PKB): proteína cinasa de residuos de serina/treonina que 

actúa en la vía de señalización intracelular PI3K/Akt, involucrada especialmente en 

la señalización de crecimiento y sobrevivencia celular (Albertset al., 2014). 

ALIX (PDCD6IP, programmed cell-death 6 interacting protein): proteína 

citosólica que participa en el tráfico vesicular, al unirse con las proteínas del 

complejo ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) (Mahul-

Mellieret al., 2009). 

Anexina V:  proteína citoplasmática que se une a membranas que exponen 

fosfolípidos cargados negativamente de una manera dependiente de Ca2+. Se puede 

unir a fosfatidilserina, por lo cual se puede marcar con fluorescencia y utilizar para 

para detectar las células apoptóticas (Crowleyet al., 2016; Linet al., 2020). 

BMPs (Bone Morphogenetic Proteins): proteínas que participan en la 

morfogénesis durante el desarrollo embrionario. También participan en la regulación 

de las propiedades de las células troncales. Su vía de señalización implica la 

fosforilación y traslocación al núcleo de las proteínas Smad (1, 5 y 8) (Lizarraga, 

2018) . 

BRAF (protooncogen B-raf u homólogo B del oncogen viral del sarcoma 

murino v-raf): cinasa de residuos de serina-treonina regulada por RAS y es un 

activador de la vía de señalización de MAPK. La mutación de este gen se encuentra 

en varios tipos de cáncer, incluyendo melanoma, adenocarcinoma de colon, 

carcinoma de tiroides, entre otros  (Ritterhouse&Barletta, 2015).  

Caveolina-1: principal componente de las caveolas, es una proteína que está 

involucrada en la endocitosis independiente de receptores, en la 

mecanotransducción y en la homeostasis de lípidos (van Niel et al., 2018). 

CD9 o Antígeno leucocitario MIC 3: proteína involucrada en la migración y 

agregación plaquetaria; involucrada en la adhesión y movilidad celular, así como en 

la metástasis (Alvarez et al., 2016). 
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CD40 (Cluster of differentiation 40): tranduce señales de activación para 

macrófagos y linfocitos B que llevan a la secreción de anticuerpos (Alvarezet al., 

2016). 

CD63 o LAMP-3 (Proteína 3 de membrana asociada a lisosomas): tetraspanina 

que regula la malignidad en varios tipos de cáncer como el melanoma y el cáncer 

de mama y sirve como un marcador potencial para la detección del cáncer (Song et 

al., 2020). 

CD81 (Tetraspanina 28): esta proteína es una tetraspanina involucrada en la 

adhesión celular y en la regulación del crecimiento del linfoma. Promueve la fusión 

de las células musculares y da soporte para mantener el miotubo. Puede estar 

implicada en la transducción de señales (Alvarezet al., 2016). 

CDKN1b: gen que codifica para la proteína p27Kip1, que fue por primera vez 

caracterizada como un inhibidor del progreso del ciclo celular, por su habilidad de 

unirse y regular una amplia gama de complejos de cinasas dependientes de ciclina 

(cyclin-CDK) (Cusan et al., 2018). 

CDKN2A: es un gen supresor de tumores que codifica a la proteína p16INK4a. El 

silenciamiento de este gen está altamente asociado con la regulación alterada del 

ciclo celular durante la carcinogénesis (Zhaoet al., 2016). 

CDK4 (Cyclin-dependent kinase-4): cinasa dependiente de ciclinas que tiene un 

papel importante en la proliferación de las células de mamíferos, donde ayuda a 

impulsar la progresión de las células hacia la fase de síntesis de DNA (Fase S) del 

ciclo de división celular (Sherret al., 2016). 

CDK6 (Cyclin-dependent kinase-6): cinasa dependiente de ciclinas que facilita la 

progresión de las células a través de la fase G1 temprana del ciclo celular, al formar 

complejos con las ciclinas de tipo D (D1, D2 y D3) y con CDK4 (Nebenfuehr et al., 

2020). 

Célula Th1: un tipo de célula T ayudadora que secreta interferón-gamma para 

ayudar a activar a macrófagos y células B, para cambiar el tipo de anticuerpo que 

producen (Alberts et al., 2014). 
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Célula Th2: un tipo de célula T ayudadora que secreta IL-17, que recluta neutrófilos 

y estimula una respuesta inflamatoria (Alberts et al., 2014). 

Citocromo C: componente soluble de la cadena de transporte de electrones en la 

mitocondria. Es liberado al citosol desde el espacio intermembranal mitocondrial, 

iniciando la apoptosis (Alberts et al., 2014). 

CSPG4 (Melanoma-associated Chondroitin Sulfate Proteoglycan): proteína 

transmembranal de un solo paso transmembranal, codificada por el cromosoma 15. 

Se cree que CSPG4 participa en varios procesos de desarrollo y homeostasis en 

múltiples tipos de células, pues puede activar la señalización de MAPK, PI3K y AKT. 

Además, se expresa en diferentes tipos de cáncer como el melanoma, la leucemia, 

el glioma, el cáncer de cabeza y cuello, y los cánceres mesenquimales (Harreret al., 

2019). 

EMT (Epithelial-Mesenchymal Transition): proceso por el cual las células 

epiteliales adquieren características de un fenotipo mesenquimal y pierden su 

polaridad y sus contactos célula-célula, lo cual está asociado con el aumento de la 

capacidad migratoria e invasiva (Sontheimer-Phelpset al., 2019). 

ERK (Extracellular Signal-Regulated Kinase): Tipo de proteína cinasa de 

residuos de serina/treonina. Es una proteína de señalización intracelular que 

participa en la transducción de señales de los mitógenos. ERK normalmente está 

localizada en el citoplasma y cuando se activa entra al núcleo  para regular la 

actividad de factores transcripcionales y la expresión genética. Forma parte de la 

familia de las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK) (Guoet al., 2020).  

Fas: Receptor transmembranal de muerte que inicia la apoptosis cuando se une a 

su ligando extracelular (ligando Fas) (Alberts et al., 2014). 

FGFs (Fibroblast growth factors): Factores de crecimiento que regulan una 

amplia gama de funciones celulares, incluyendo la migración, proliferación, 

diferenciación y sobrevivencia. La señalización de los FGFs tiene un papel 

importante en el desarrollo, metabolismo y homeostasis del tejido. El mal 

funcionamiento de los receptores FGF se observa en varias enfermedades 

humanas, como son craneosinostosis congénita y síndromes de enanismo, así 
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como en la enfermedad renal crónica (ERC), obesidad, resistencia a la insulina y 

varios tumores (Xie et al., 2020) .   

GM3: Gangliósido clasificado como una proteína de membrana con un dominio 

catalítico en el lado luminal. Los gangliósidos participan en diferentes actividades 

celulares al formar complejos dinámicos funcionales llamados balsas lípidicas 

(Inokuchi et al., 2018). 

HIF-1 (Hipoxia Inducible Factor 1): Regulador transcripcional responsable por la 

inducción de genes que facilitan la adaptación y la supervivencia de células y del 

organismo completo de normoxia (21% O2) a hipoxia (1% O2) (Ke & Costa, 2006). 

Hippo pathway: Vía de señalización conservada evolutivamente que regula varios 

procesos biológicos, incluyendo el crecimiento celular, el tamaño de órganos y su 

regeneración  (Ma et al., 2019).  

HSP70 (Heat shock protein 70): Proteína que actua como chaperona y tiene 

propiedades citoprotectoras cuando la célula se encuentra bajo estrés. HSP70 

también está involucrada en el crecimiento y proliferación celular, y la diferenciación 

de eritrocitos durante su formación (Kumar et al., 2016). 

HSP90 (Heat shock protein 90): Chaperona molecular que participa en diversos 

procesos biológicos que requieren una variedad de mecanismos reguladores 

coordinados para controlar su actividad. Las proteínas citoplasmáticas Hsp90 son 

necesarias para una gran cantidad de procesos biológicos, incluida la adaptación al 

estrés (Prodromou, 2016). 

ICAM (Intra-Cellular Adhesion Molecule): Ligandos de superficie celular para las 

integrinas de los leucocitos y son cruciales en la unión de linfocitos y otras células 

blancas, como las células presentadoras de antígeno (APC) y las endoteliales. Son 

miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas (Murphy & Weaver, 2019).  

ILVs (Intraluminal Vesicles): vesículas que se encuentran dentro de los cuerpos 

multivesiculares (MVBs) con un diámetro entre 30-100 nm. Las ILVs son 

mediadoras en el transporte de las proteínas y lípidos a los lisosomas para su 



14 
 

degradación. Al ser liberadas de manera extracelular, son llamados exosomas 

(Alenquer & Amorim, 2015; Gruenberg, 2020). 

Interleucina-3 (IL-3): citocina para células hematopoyéticas; estimula la formación 

de colonias en las líneas de nutrófilos, eosinófilos, basófilos, mastocitos, eritroides, 

magacariocitos y monocítica, pero no en células linfoides (Owen et al., 2014). 

Interleucina- 6 (IL-6): citocina que regula las funciones de las células B y T; IL-6 

tiene efectos in vivo sobre la hematopoyesis. Induce inflamación y la respuesta de 

fase aguda (Owen et al., 2014). 

KRAS (Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene homolog): protooncogen que 

codifica para una pequeña proteína GTPasa, la cual pertenece a la superfamilia de 

las proteínas RAS. KRAS sirve como sensor para la activación de moléculas de 

señalización, permitiendo la transmisión de señales de transducción desde la 

superficie celular hasta el núcleo; afecta diferentes procesos celulares como la 

diferenciación, crecimiento, quimiotaxis y apoptosis. RAS es uno de los oncogenes 

más mutados en diferentes tipos de cáncer humano (Liu et al., 2019). 

MAPK (Mitogen-activated protein kinase): vía de transmisión de señales que 

juega un papel importante en varios procesos fisiológicos en las células, tales como 

el crecimiento, desarrollo, división y muerte celular. Su desregularización conlleva a 

la metastásis tumoral (Guo et al., 2020). 

MART-1 (Melanoma antigen recognized by T-cells): proteína citoplasmática que 

se encuentra en los melanocitos normales de la piel y la retina. También se 

encuentra en la mayoría de los melanomas (Ohsie et al., 2008) 

MITF (microphthalmia-associated transcription factor): representa un factor de 

transcripción específico de los melanocitos. MITF puede regular múltiples procesos 

biológicos en las células del melanoma, como la diferenciación, la proliferación, la 

migración y la senescencia. MITF también ejerce un papel a favor de la 

supervivencia al activar la expresión de genes antiapoptóticos, incluidos BCL2A1, 

BCL2 y BIRC7 (Hartman & Czyz, 2015). 
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mTOR (Target of Rapamycin): la versión en mamíferos de la proteína kinasa TOR, 

involucrada en la señalización celular. Existe en dos complejos multiproteicos 

funcionalmente diferentes: TORC1 y TORC2 (Alberts et al., 2014). 

NF1: es un gen supresor de tumores que codifica para la proteína neurofibromina 

1, la cual tiene como función principal subregular la activación de Ras unida a GTP. 

Por lo tanto, cualquier pérdida de función de neurofibromina, dada por mutaciones 

en NF1, resulta en la activación prolongada de la vía de señalización 

RAS/RAF/MAPK y a su vez, en la pérdida del control de crecimiento y en un 

aumento de la proliferación celular (Philpott et al., 2017). 

Notch pathway: vía de señalización crucial en la regulación y desarrollo de la 

homeóstasis en diferentes tejidos. La actividad anormal de esta vía está relacionada 

con el inicio y la progresión de varias neoplasias malignas, ya que Notch puede ser 

oncogénico o supresor de tumores, dependiendo del contexto celular (Nowell & 

Radtke, 2017).  

NRAS (Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog): es una de las isoformas 

de la proteína RAS que se expresa en todas las células y forma parte de la vía de 

señalización de MAPK, la cual contribuye significativamente al desarrollo del 

melanoma (Dumaz et al., 2019). 

p16: proteína supresora de tumores, codificada por el gen CDKN2A. p16 está 

involucrada en la regulación de dos vías celulares: p53 y RB1. La inactivación 

genética de p16 frecuentemente se encuentra en los diferentes tipos de cáncer, 

entre ellos el melanoma (Serra & Chetty, 2018). 

p14: proteína supresora de tumores, codificada por el gen CDKN2A. La proteína 

p14 contraresta los estímulos oncogénicos inhibiendo la progresión del ciclo celular 

e induciendo la apoptosis. Teniendo en cuenta que p14 es un supresor de tumores, 

no es sorprendente que la mayoría de los cánceres humanos, incluyendo el 

melanoma, se caractericen por la inactivación de p14, principalmente debido a la 

hipermetilación de su promotor, a deleciones y mutaciones homocigotas (Cilluffo et 

al., 2020). 
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p53: gen supresor de tumores que se encuentra mutado en aproximadamente la 

mitad de los cánceres humanos. Codifica para un regulador transcripcional que es 

activado por DNA dañado y que se involucra en bloquear el progreso del ciclo celular 

(Alberts et al., 2014). 

PD-1 (programmed cell death protein 1): desempeña un papel vital en la inhibición 

de las respuestas inmunitarias y en la promoción de la auto-tolerancia mediante la 

modulación de la actividad de las células T, activando la apoptosis de las células T 

específicas de antígeno e inhibiendo la apoptosis de las células T reguladoras (Han 

et al., 2020). 

PD-L1 (programmed cell death ligand 1): proteína transmembranal que se 

considera un factor co-inhibidor de la respuesta inmune, puede combinarse con PD-

1 para reducir la proliferación de células PD-1 positivas, inhibir la secreción de 

citocinas e inducir apoptosis. PD-L1 también tiene un papel importante en varias 

neoplasias donde puede atenuar la respuesta inmune del huésped a las células 

tumorales (Han et al., 2020). 

PKB (protein kinase B): conocida también como Akt, es una proteína que tiene un 

papel en el metabolismo celular, el crecimiento, la proliferación y la supervivencia. 

Su activación está controlada por un proceso de múltiples pasos que involucra PI3K 

(Hemmings&Restuccia, 2012).  

PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog deleted on Chromosome 10): 
fosfatasa dual con actividades de fosfatasa de proteínas y de lípidos. PTEN es un 

regulador crítico del crecimiento y la supervivencia celular, así como del 

metabolismo. La pérdida de PTEN promueve la tumorigénesis en múltiples órganos 

(Ma et al., 2019). 

Rab GTPasa: GTPasa monomérica de la superfamilia Ras, presente en el 

citoplasma y en las membranas de los organelos en su estado de unión a GTP. Está 

involucrada en conferir especificidad en el acoplamiento molecular (Alberts et al., 

2014). 

Ras: GTPasa monomérica de la superfamilia Ras que ayuda a transmitir las señales 

de los receptores de superficie celular con actividad de cinasa de residuos de 
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tirosina (RTK) al núcleo, frecuentemente es activada en respuesta a las señales que 

estimulan la división celular (Alberts et al., 2014). 

RB (Proteína de retinoblastoma): proteína supresora de tumores involucrada en 

la regulación de la división celular. Está mutada en el cáncer de retinoblastoma, así 

como en muchos otros tipos de cánceres. En condiciones normales, su actividad 

regula el ciclo celular de las células eucariotas, al unirse e inhibir a las proteínas 

E2F y así bloquear la progresión de la replicación del DNA y la división celular 

(Alberts et al., 2014). 

RTKs (Receptor Tyrosine Kinases): juegan un papel importante en el crecimiento 

celular, la motilidad, la diferenciación y la supervivencia (Paul & Hristova, 2019). 

SMAD: factores transcripcionales latentes que son fosforilados y activados por un 

receptor con actividad de cinasa de residuos de serina/treonina y llevan la señal de 

la superficie celular al núcleo (Alberts et al., 2014). 

TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a): Factor de necrosis tumoral-a. Una citocina 

proinflamatoria (Alberts et al., 2014). 

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor): factor de crecimiento con una 

importante actividad pro-angiogénica, pues tiene efectos mitogénicos y anti-

apoptóticos en las células endoteliales, aumentando la permeabilidad vascular y 

promoviendo la migración celular (Melincovici et al., 2018). 

Wnt: miembro de la familia de proteínas se señalización secretadas que tienen 

muchos roles diferentes en el control de la diferenciación celular, proliferación y 

expresión genética en embiones animales y tejidos adultos (Alberts et al., 2014). 

WNT/β–catenin pathway: vía de señalización activada por la unión de la proteína 

Wnt a sus receptores en la superficie ceular. La vía tiene varias ramas: la activación 

de la rama canónica causa el aumento en la cantidad de  b-catenina que entra en 

el núcleo, donde regula la transcripción de genes que controlan la diferenciación 

celular y la proliferación. La sobreactivación de esta vía puede llevar al desarrollo 

de cáncer (Alberts et al., 2014). 
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Resumen del trabajo 
 

La citocina TGF-β tiene un papel dual en el desarrollo y progresión del melanoma, 

ya que en las etapas de iniciación del cáncer actúa como un supresor de tumores, 

mientras que en las fases avanzadas ayuda a las células cancerosas a realizar los 

procesos de invasión y metástasis.  

En el presente trabajo se realizó una investigación bibliográfica sobre los 

mecanismos de secreción del factor de crecimiento transformante β (TGF-β) por las 

células de melanoma, en particular su secreción en vesículas extracelulares. Las 

vesículas extracelulares están involucradas en la comunicación intercelular y 

pueden ser clasificadas de acuerdo con su tamaño en: 1) exosomas con un tamaño 

de 30-150 nm y 2) microvesículas con un tamaño de 100-1000 nm. En el melanoma, 

se han identificado a los exosomas como el tipo de vesículas secretadas en mayor 

proporción.  

Como resultado del análisis de los artículos de investigación y revisión recabados, 

se encontró que la citocina TGF-β puede ser portada por proteoglicanos, integrinas 

y moléculas de adhesión (ICAM), en la superficie de vesículas extracelulares del 

tipo exosomas, que son secretadas por las células cancerosas, como las de 

melanoma. Los exosomas secretados por las células de melanoma y portadores de 

la citocina TGF-β pueden además contener biomoléculas tales como mRNAs, 

proteínas y DNA. Los exosomas al entrar en contacto con las células no cancerosas 

en el microambiante tumoral (TME) pueden promover un fenotipo maligno, la 

supervivencia celular, la degradación de la matriz extracelular y contrarrestar la 

respuesta inmune, favoreciendo así la progresión de la enfermedad. 
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Capítulo 1. Introducción 
 

El melanoma es una tumoración maligna de estirpe neuroectodérmica que se 

origina en los melanocitos, los cuales se encuentran en la capa basal de la 

epidermis. La importancia del melanoma radica en que es el cáncer de piel más 

mortal, pues 1 de cada 24 personas en el mundo puede desarrollar la enfermedad. 

En México, la incidencia de melanoma es de 1.01 por cada 100,000 habitantes 

(Lino-Silva et al., 2016). En la última década se han identificado varias vías de 

señalización que son críticas en la génesis del melanoma y que permiten 

comprender algunos de sus mecanismos de regulación, entre las que se 

encuentran: Ras/Raf/MEK/ERK y Ras/PI3K/PTEN/Akt/mTOR, así como la vía de la 

citocina conocida como factor de crecimiento transformante beta (TGF-β).   

 

El factor de crecimiento transformante β (TGF-β) es una citocina multifuncional que 

comúnmente es expresada por todas las células del cuerpo humano y juega un 

papel importante en el desarrollo embrionario y en el mantenimiento de la 

homeostasis celular. La vía de señalización de la citocina TGF-β regula procesos 

patológicos, como el cáncer; en este caso, el TGF-β tiene un papel dual en la 

tumorigénesis, ya sea como promotor o bien como supresor de tumores, 

dependiendo de la etapa del tumor. Los componentes de la vía de señalización del 

TGF-β son frecuentemente modificados durante la progresión del tumor, por 

cambios en su expresión o en su actividad. Previamente a la iniciación y durante la 

progresión tumoral temprana, el TGF-β actúa como un supresor de tumores; sin 

embargo, en las siguientes fases de la carcinogénesis actúa como promotor tumoral 

(VanderArk et al., 2018). El conocimiento de los mecanismos a través de los cuales 

la vía del TGF-β regula la progresión tumoral, el proceso de metástasis y la 

resistencia a diversos tratamientos, proporciona herramientas para sensibilizar a las 

células malignas al tratamiento con agentes quimioterapéuticos más eficaces contra 

el melanoma. 

 
La comunicación intercelular en el microambiente tumoral es muy importante en el 

desarrollo del cáncer; esta comunicación puede llevarse a cabo por medio de 

vesículas extracelulares. El TGF-β puede viajar en estas vesículas extracelulares y 
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así participar en la regulación de las funciones de las diferentes células presentes 

en un tumor.  

 

Las vesículas extracelulares (EV) provenientes de tumores inducen a las células 

receptoras hacia un fenotipo promotor del tumor, manteniéndose involucradas en 

las diferentes etapas del desarrollo del cáncer. Las EV son partículas liberadas por 

las células, que pueden ser clasificadas de acuerdo con su tamaño en: 

microvesículas y exosomas. Las microvesículas tienen un diámetro de 100 a 1000 

nm y los exosomas van de un rango de 30 a 100 nm de diámetro y juegan un papel 

importante en la mediación de la comunicación intercelular bajo condiciones 

fisiológicas y patológicas (Bierie & Moses, 2006).  

 

Al ser las EV de gran relevancia como mediadores clave en la progresión del cáncer, 

es importante contar con técnicas para su aislamiento y para su caracterización 

biológica y física. Es posible utilizar parámetros como estructura y morfología, 

tamaño, propiedades ópticas, densidad y cuantificación de biomoléculas, para así 

poder logar su detección a través de marcadores biomoleculares (Xavier et al., 

2020). En el presente trabajo, nos hemos centrado en investigar la secreción del 

TGF-β por medio de exosomas derivados de células de melanoma y su relación con 

el desarrollo y la progresión del cáncer. 
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1.1 Hipótesis	
La revisión bibliográfica permitirá establecer que los exosomas son un tipo de 

vesículas extracelulares secretadas por las células de melanoma, los cuales pueden 

llevar en su carga molecular a la forma latente de la citocina TGF-β, unida a 

proteínas portadoras aún no identificadas. Al entrar en contacto los exosomas con 

las células blanco presentes en el microambiente tumoral, la citocina TGF-β es 

capaz de activar su cascada de señalización y generar respuestas celulares que 

favorezcan la progresión tumoral.  

	

1.2 Objetivo General	
Estudiar los mecanismos de acción y de secreción de la citocina TGF-β por las 
células de melanoma. 

1.3 Objetivos específicos 
1. Llevar a cabo una investigación en la literatura científica sobre las 

características de los exosomas que secretan las células de melanoma.  

2. Recopilar información sobre las proteínas portadoras de la citocina TGF-β en 

vesículas extracelulares secretadas por células de melanoma.  

3. Analizar la implicación de las vesículas extracelulares portadoras de la 

citocina TGF-β en la progresión del melanoma.  

4. Describir las metodologías más utilizadas en el aislamiento y caracterización 

de las vesículas extracelulares secretadas por células cancerosas.  
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1.4 Metodología de la investigación 
 

La metodología empleada para realizar el presente trabajo contiene las 

características propias de un trabajo monográfico de actualización, según la UNAM. 

A continuación, se detallan las etapas del desarrollo de la investigación: 

1. Selección y delimitación del tema.  

2. Planteamiento de la hipótesis, objetivo general y objetivos específicos. 

3. Selección de la información: se realizó una revisión exhaustiva de artículos 

de investigación y artículos de revisión publicados en revistas especializadas, 

así como de capítulos de libros, utilizando las bases de datos bibliográficos: 

Pubmed y ScienceDirect. Las palabras claves que se utilizaron en la 

búsqueda fueron: cáncer, hallmarks del cáncer, melanoma, TGF-β, TME( 

Tumor Microenvironment), vesículas extracelulares, exosomas, técnicas de 

caracterización de vesículas extracelulares. 
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4. Planteamiento de la estructura y capitulación del trabajo monográfico: la 

información más importante se abordó en cuatro secciones: 1) cáncer, 2) la 

citocina TGF-β, 3) vesículas extracelulares, y 4) técnicas de aislamiento y 

caracterización de vesículas extracelulares. 

 

5. Análisis y proceso de selección de la información: La elección de la 

información se basó en su actualidad y su relevancia; posteriormente, se 

elaboraron cinco tablas con el fin de resumir la información y facilitar la 

escritura; en la primera tabla se vació información sobre las principales 

mutaciones en melanoma, en la segunda tabla se contrastan marcadores 

biomoleculares de microvesículas y exosomas, en la tercera tabla la  

información relevante de las características de vesículas extracelulares y sus 

efectos en el cáncer, en la  cuarta tabla se plasmó la información respecto a 

los exosomas de melanoma, y por último en la quinta tabla se hizo una 

recopilación de las técnicas estandarizadas para la caracterización de las 

vesículas extracelulares. También se elaboraron 14 figuras con el software 

de Picktochart, que se describen con mayor detalle en cada capítulo. 
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6. Organización y redacción del trabajo monográfico de actualización. 

7. Revisión y corrección del trabajo.  
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Capítulo 2. Cáncer 
 

El cáncer es un proceso de crecimiento y diseminación de células de forma 

incontrolada, el cual puede aparecer prácticamente en cualquier lugar del cuerpo 

(OMS, 2018). Las células cancerosas presentan de manera general dos 

propiedades: 1) la proliferación incontrolada de las células y de sus progenitores, 

desafiando las limitaciones normales; y 2) la invasión y colonización de otros tejidos. 

Cuando las células sólo tienen la primera propiedad, forman un tumor benigno 

debido a que proliferan de manera excesiva, pero se mantienen aglomeradas en 

una sola masa. Por otro lado, un tumor es maligno cuando las células que lo forman 

tienen la capacidad de invadir el tejido que lo rodea (Alberts et al., 2014).  

 Las células de un tumor canceroso pueden llegar a desprenderse del tumor 

primario y entrar al torrente sanguíneo o a los ganglios linfáticos, donde forman 

tumores secundarios (metástasis) en diferentes partes del cuerpo (Alberts et al., 

2014). El proceso por el cual las células normales se transforman en cancerosas se 

denomina carcinogénesis. Dicho cambio se deriva por alteraciones en el material 

genético, es decir, mutaciones, las cuales le confieren a la célula la capacidad de 

dividirse a mayor velocidad, además su descendencia conserva la mutación 

(Catherine Sánchez, 2013).  Estas mutaciones se denominan “conductoras” por su 

habilidad de orientar el proceso de tumorigénesis, confiriéndoles ventajas a las 

células cancerosas respecto a las células normales (Martínez-Jiménez et al., 2020).  

 Existen varias vías de señalización celular que regulan la expresión de genes del 

metabolismo y el aumento en la actividad de las enzimas sintetizadas, tales como:  

PI3K/AKT, MAPK, Hippo, Notch, Wnt, TGF-β/BMP y FGF. Sin embargo, la 

desregularización de estas vías contribuye a defectos en la transducción de sus 

señales, suministrando energía para la proliferación celular ilimitada (Dempkeet al., 

2017; Park et al., 2020). En 2011, Douglas Hanahan y Robert Weinberg, en su 

artículo titulado: The Hallmarks of Cancer (Hanahan & Weinberg, 2011), 

describieron 10 características (hallmarks) del cáncer, que a continuación se 

describirán brevemente.  
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2.1 Características del cáncer 
 

2.1.1 Señalización proliferativa sostenida 

Las células normales requieren de señales de crecimiento antes de pasar a un 

estado activo de proliferación. Estas señales son transmitidas a las células por los 

receptores de membrana que unen a moléculas de señalización, como los factores 

de crecimiento, los componentes de la matriz extracelular (ECM, por sus siglas en 

inglés Extracellular Matrix) y algunas moléculas de adhesión célula-célula. Ningún 

tipo de célula normal puede proliferar en la ausencia de estas señales; no obstante, 

se ha observado que las células cancerosas tienen una baja dependencia de las 

señales de otras células para su supervivencia, crecimiento y división. Esto se debe 

a que contienen mutaciones, activantes o inactivantes, en componentes de algunas 

vías de señalización, como: MAPK, PI3K/AKT y TGF-β, que normalmente 

responden a dichos estímulos mitogénicos (Alberts et al., 2014).  

Además, las células tumorales se duplican aceleradamente, ya que su velocidad de 

proliferación es mayor a la del tejido normal de origen. Esto se debe a que su ciclo 

celular y sus puntos de control se encuentran desregulados, activando oncogenes 

y apagando a genes supresores de tumores (de Vaca et al., 2018). Las células 

cancerosas pueden mantener la señalización proliferativa a través de la producción 

de ligandos como los factores de crecimiento, resultando en una estimulación 

proliferativa autocrina (Hanahan & Weinberg, 2011). Tal es el caso del factor de 

crecimiento transformante beta (TGF-β), el cual tiene efectos anti-proliferativos en 

las células normales; sin embargo, las células cancerosas evaden estos efectos. En 

tumores en estado avanzado, la señalización del TGF-β es redirigida a la activación 

de la programación celular al promover la transición epitelio-mesénquima (EMT, por 

sus siglas en inglés Epithelial-Mesechymal Transition) y la migración, confiriendo 

características de alta malignidad a las células cancerosas (Hanahan & Weinberg, 

2011). 
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2.1.2 Evasión de supresores de crecimiento 

 

La evasión de la señalización supresora de crecimiento es una característica 

importante de las células cancerosas. Para mantener su proliferación, las células 

cancerosas deben esquivar las múltiples señales que regulan negativamente la 

proliferación celular. La pérdida del control de los mecanismos de crecimiento, 

permiten a las células cancerosas adquirir la habilidad de replicarse de una manera 

ilimitada, así como evadir la apoptosis y la senescencia dirigida por los supresores 

de tumores (Aminet al., 2015). 

Estas alteraciones en las células cancerosas involucran mutaciones en los genes 

supresores de tumores, como son los que codifican para la proteína asociada a 

retinoblastoma (RB) y para las proteínas TP53.  La proteína RB integra señales 

extracelulares e intracelulares y decide si una célula debe proceder a través del ciclo 

celular, mientras que la proteína TP53 recibe señales de sensores de estrés y 

anormalidades que funcionan dentro del sistema operativo intracelular. Además, las 

células cancerosas en fase avanzada pueden evadir los efectos anti-proliferativos 

del TGF-β, redirigiendo su señalamiento hacia la activación celular y confiriendo 

características asociadas a un alto grado de malignidad (Hanahan & Weinberg, 

2011). 

2.1.3 Evasión de la apoptosis 

 

La muerte celular programada o apoptosis, es un proceso fisiológico de eliminación 

celular que está estrechamente regulado y caracterizado por una secuencia de 

cambios morfológicos, tales como: contracción celular, condensación de la 

cromatina y fragmentación nuclear y celular, con formación de cuerpos apoptóticos 

que son engullidos por las células fagocíticas próximas, antes de que se pierda la 

integridad de la membrana (Pazo-Cid et al., 2012). La maquinaria de apoptosis se 

puede dividir en: sensores y efectores. Los sensores monitorean el ambiente 

extracelular e intracelular, en búsqueda de condiciones normales o anormales que 

les indiquen si la célula debe vivir o morir. El segundo tipo de componentes 

funcionan como efectores de la muerte apoptótica y son regulados por los sensores. 
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Algunos ejemplos de inductores de muerte celular son las señales transmitidas por 

el ligando y el receptor FAS, asimismo, cuando el TNF-a (por sus siglas en inglés 

Tumor Necrosis Factor-alpha) se une a su receptor TNF-R1 (Hanahan & Weinberg, 

2011). A diferencia de la necrosis que puede provocar una reacción inflamatoria, la 

apoptosis remueve las células de una manera silenciosa y paulatina, sin inducir 

inflamación. La inducción de la apoptosis está mediada principalmente por dos 

mecanismos: la vía extrínseca y la intrínseca. La vía extrínseca, también conocida 

como la vía de “receptores de muerte”, inicia cuando un ligando de muerte se une 

a su receptor en las células blanco y activan la vía de procaspasa 8 a caspasa 8, la 

cual causa una cascada de proteólisis responsable de la fase de ejecución de la 

apoptosis. Mientras que la vía intrínseca o mitocondrial, involucra una variedad de 

estímulos que actúan en múltiples blancos dentro de la célula, culminando en la 

formación y activación del apoptosoma. Este tipo de vía depende de los factores 

que son liberados por la mitocondria, como el citocromo C, el cual es un potente 

catalizador de la apoptosis (D’Arcy, 2019; Hanahan & Weinberg, 2011; Jave-Suárez 

et al., 2015).  

La evasión de la apoptosis es uno de los eventos cruciales que una célula desarrolla 

durante su proceso tumorigénico. Las células cancerosas son capaces de sobrevivir 

a niveles altos de estrés y de desequilibrio interno que llevarían a las células 

normales a apoptosis. Además, las células cancerosas pueden sobrevivir y proliferar 

en locaciones anormales, lo cual puede ser resultado de su habilidad para producir 

sus propias señales de supervivencia extracelulares y para suprimir la apoptosis 

programada (Alberts et al., 2014). Por otra parte, las vías apoptóticas pueden ser 

alteradas por las células cancerosas de forma transcripcional, traduccional y 

postraduccional (Goldar et al., 2015). Entre estas vías se encuentra la vía de PI3K-

AKT/PKB, la cual transmite señales de sobrevivencia anti-apoptóticas y puede ser 

activada por factores extracelulares como la interleucina-3 (IL-3) o por la pérdida del 

gen supresor de tumores PTEN (Hanahan & Weinberg, 2011).  
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2.1.4 Adquisición de inmortalidad replicativa 

 

Las células normales tienen un poder replicativo finito, después de haberse 

replicado durante cierto número de veces dejan de crecer, se dice que entran en un 

estado de senescencia; sin embargo, las células que tienen la habilidad de 

multiplicarse sin límite son llamadas inmortalizadas. Las células cancerosas tienen 

un potencial replicativo ilimitado, para poder generar tumores macroscópicos. Para 

lograr tener inmortalidad replicativa, las células deben superar dos barreras: la 

senescencia y el estado de crisis o apoptosis (Hanahan & Weinberg, 2011). La 

senescencia celular es un estado permanente de arresto del ciclo celular que 

promueve la remodelación de tejido durante el desarrollo y después de una lesión; 

además, contribuye al decaimiento del potencial regenerativo y a la función de los 

tejidos, la inflamación y la tumorigenesis en organismos envejecidos (Hernandez-

Segura et al., 2018).  

Además, las células cancerosas pueden proliferar indefinidamente, ya que reactivan 

la producción de telomerasa, permitiendo que la longitud del telómero se mantenga 

(Alberts et al., 2014). Los telómeros son estructuras especiales de cromatina, que 

son esenciales para proteger las regiones de la punta de los cromosomas, evitando 

su recombinación y su degradación; los telómeros están compuestos por 

secuencias repetidas de TTAGG, las cuales se van perdiendo en cada división 

celular debido a la replicación linear incompleta de los cromosomas, esto acorta su 

tamaño. La telomerasa, es una DNA polimerasa que puede elongar los telómeros. 

En las células de cáncer, la alta expresión de telomerasa previene el acortamiento 

de los telómeros y mantiene la viabilidad de la célula (Blasco, 2005).  

2.1.5 Mutación e inestabilidad genética 

 

La mayoría de las células cancerosas son genéticamente inestables, es decir que 

tienen mutaciones que interfieren con la replicación y el mantenimiento del genoma, 

causando que aumenten la tasa de mutación y que tengan un número anormal de 

cromosomas (Alberts et al., 2014). Los protoncogenes son un grupo de genes que 

al ser mutados favorecen que las células normales se transformen en células 
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cancerosas. Los protoncogenes son genes normales que codifican para proteínas 

relacionadas con la división celular, la inhibición de la diferenciación celular y la 

reducción de la muerte celular (Mierke, 2015). Cuando estos genes se encuentran 

mutados y esta mutación es de tipo dominante, es decir, sólo es necesario que uno 

de los alelos sufra una mutación para que la proteína que codifica gane 

funcionalidad, se llaman oncogenes y sus productos se conocen como 

oncoproteínas (Catherine Sánchez, 2013). 

En otros genes, la mutación consiste en la destrucción de su función, lo cual es 

llamado pérdida de función y es recesiva, es decir que ambas copias del gen deben 

estar inactivas; su forma normal es llamada gen supresor de tumores. Los 

protoncogenes codifican para proteínas involucradas en vías de señalización que 

regulan la supervivencia, así como el crecimiento o la división celular, como por 

ejemplo están las vías: PI3K-AKT/mTOR e Hippo. Otras proteínas consideradas 

como supresoras de tumores forman parte de los procesos de reparación del DNA, 

de la respuesta al daño del DNA y de la modificación de la cromatina, así como las 

proteínas que regulan el ciclo celular o la apoptosis. Sin embargo, los oncongenes 

codifican para oncoproteínas, cuya expresión esta elevada en el cáncer, causando 

un aumento en la división celular, suprimiendo la diferenciación celular y bloquenado 

la muerte celular (Mierke, 2015; Park et al., 2020). 

2.1.6 Inducción de angiogénesis 

 

La angiogénesis es el proceso por el cual las células endoteliales de los vasos 

sanguíneos generan nuevos vasos, para suplir a las células de nutrientes y oxígeno. 

El comienzo de la angiogénesis de un tumor cancerígeno consiste en la secreción 

de factores de crecimiento por las células cancerosas al microambiente que las 

rodea, como por ejemplo el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF, por 

sus siglas en inglés Vascular Endothelial Growth Factor). Estas moléculas activan 

la expresión de diferentes genes en las células del microambiente, para producir 

proteínas promotoras e inductoras del crecimiento de nuevos vasos sanguíneos. La 

neoangiogénesis ocurre en un tumor de cierto tamaño y aumenta el estado de 
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malignidad. Un tumor sin un sistema vascular o sin vasos sanguíneos cercanos, 

dejará de crecer en una fase temprana y en un diámetro de 1-2 mm (Mierke, 2015). 

La red vascular tumoral tiene características morfológicas diferentes. Los altos 

niveles de factores de crecimiento secretados por las células tumorales, entre ellos 

los miembros de la familia del TGF-β, causan que los vasos sanguíneos sean 

inmaduros, es decir que no funcionen de manera adecuada. Al mismo tiempo, la 

conexión entre las células perivasculares con la membrana basal y las células 

endoteliales se deteriora, causando permeabilidad vascular, lo cual puede ayudar a 

las células tumorales a entrar al torrente sanguíneo. Por último, los vasos 

sanguíneos son comprimidos por el crecimiento celular, limitando la perfusión y a 

su vez causando una disminución en el suministro de oxígeno y nutrientes, 

resultando en la formación de un microambiente hipóxico; esto favorece la selección 

de las clonas que pueden resistir estas duras condiciones microambientales 

(Viallard & Larrivée, 2017).  

2.1.7 Invasión y metástasis 

 

Las células cancerosas se propagan al invadir al tejido adyacente al tumor. La 

invasión es definida como la penetración al tejido normal por células individuales o 

por un grupo compacto de células tumorales. Los diferentes patrones histológicos 

de los tumores y el comportamiento observado de las células cancerosas, sugieren 

diferentes formas de invasión dependiendo del tipo celular, así como diferentes 

mecanismos inducidos por el microambiente local. Es importante mencionar, que 

algunos tipos de cáncer progresan a través del proceso EMT, en el cual se presenta 

una expresión genética pro-invasiva y una señalización celular que debilita la 

adhesión típica célula-célula. Estudios in vitro sugieren que la EMT incrementa la 

motilidad e invasión celular, por lo tanto, promueve la metástasis (Friedl et al., 2012).  

La diseminación de las células cancerosas ocurre a través de una cascada 

metastásica de invasión, la cual involucra múltiples pasos: la invasión local de las 

células primarias cancerosas al sistema vascular, como la sangre o los vasos 

linfáticos (intravasación), su transporte a través de todo el cuerpo por el flujo de los 

vasos, su acumulación en los microvasos en tejidos distantes, su posibilidad de 
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transmigración a través del recubrimiento de los vasos (extravasación), la invasión 

del parénquima del tejido objetivo y la construcción de agregados (clusters) 

celulares que eventualmente pueden crecer a metástasis macroscópicas. Todos los 

neoplasmas tienen en principio la posibilidad de hacer metástasis, pero no todos lo 

hacen. Esto está relacionado con el microambiente tumoral, la agresividad de un 

subtipo de células cancerosas dentro del tumor primario y del inicio de un 

tratamiento. El potencial metastásico de las células de cáncer depende de sus 

interacciones con factores homeostáticos que facilitan el crecimiento celular del 

tumor primario, la supervivencia, la angiogénesis, la invasión y la metástasis 

(Mierke, 2015). 

2.1.8 Desregularización energética celular 

 

Las células tumorales reprograman su metabolismo energético para cubrir sus altas 

demandas bioenergéticas, para mantener un crecimiento rápido y descontrolado. A 

diferencia de los tejidos normales, la mayoría de las células cancerosas presentan 

cambios dependientes de la glucólisis aeróbia, lo cual se conoce como efecto 

Warburg. El aumento de la glucólisis aeróbia confia ventajas proliferativas a las 

células cancerosas al generar fuentes energéticas, como ATP e intermediarios de 

carbono para la biosíntesis (Mendiola & Cruz, 2014). 

Otra característica del metabolismo de las células cancerosas es la habilidad de 

adquirir los nutrientes necesarios de un ambiente frecuentemente pobre en ellos y 

utilizarlos para mantener su viabilidad. Las células cancerosas contienen 

alteraciones en metabolitos extracelulares e intracelulares, lo cual tiene efectos en 

la expresión de genes, la diferenciación celular y el microambiente tumoral (Pavlova 

& Thompson, 2016). 

2.1.9 Evasión de la destrucción por el sistema inmune 

 

Las células de los tejidos del cuerpo humano están vigiladas por el sistema 

inmunológico, el cual es responsable de reconocer y eliminar la mayoría de las 

células cancerosas iniciales y los tumores nacientes. Sin embargo, las células 

cancerosas pueden evadir su destrucción por parte del sistema inmunológico. Los 
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mecanismos de evasión del sistema inmune incluyen: la selección de variantes 

celulares resistentes a los efectores inmunes y la formación progresiva de un 

ambiente inmunosupresor dentro del tumor.  

Los mecanismos que los tumores explotan para evitar las respuestas inmunológicas 

incluyen: la presentación de antígenos defectuosa, la presencia de células inmune 

reguladoras, la desregularización de los mediadores inmunosupresores como son 

las células T citotóxicas y las células dendríticas, la tolerancia y la desviación 

inmune. Algunos ejemplos de esto, donde está involucrada la citocina TGF-β, son: 

la inhibición de la maduración de las células dendríticas, la conversión de las células 

T CD4+ a células T reguladoras supresoras y el cambio en el balance de Th1 a Th2 

(Hanahan & Weinberg, 2011; Vinay et al., 2015). 

2.1.10 Inflamación promovida por el tumor 

 

La inflamación es un proceso que involucra la activación, el reclutamiento y la acción 

de la inmunidad innata y la adaptativa; este proceso es equitativamente importante 

en la reparación, la regeneración y la remodelación de tejidos (Greten & 

Grivennikov, 2019). La inflamación puede contribuir al desarrollo de varias 

características del cáncer, ya que sus efectores son importantes para el ambiente 

local. En algunos tipos de cáncer las condiciones inflamatorias se presentan antes 

de que los cambios malignos ocurran, es decir, estas condiciones aumentan el 

riesgo de desarrollar cáncer; esto se conoce como la vía extrínseca. 

En cambio, en otros tipos de cáncer, un cambio oncogénico induce al microambiente 

inflamatorio que promueve el desarrollo de tumores; esta vía se conoce como 

intrínseca; en este caso, la inflamación puede suplir de moléculas bioactivas al 

microambiente tumoral. Las biomoléculas involucradas en este proceso son los 

factores de crecimiento, los de supervivencia, los promotores de angiogénesis y las 

enzimas extracelulares que facilitan la invasión y la metástasis; además de inducir 

la activación de la EMT (Hanahan & Weinberg, 2011; Mantovani et al., 2008). 
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2.2 Microambiente tumoral 
 

El microambiente tumoral (TME por sus siglas en inglés Tumor Microenvironment) 

es el ambiente extracelular en el que el tumor existe en el cuerpo humano, el cual 

incluye: los vasos sanguíneos, los fibroblastos, las células inmunitarias, las células 

inflamatorias provenientes de la médula ósea, los linfocitos y la matriz extracelular 

(Wang et al., 2018); es donde ocurre la interacción entre las células malignas y las 

no transformadas (Balkwill et al., 2012). El constante reclutamiento de las células 

sanas en conjunto con las necesidades metabólicas de las células cancerosas 

influye en la dinámica del metabolismo del tumor durante las fases del desarrollo 

del cáncer (Anastasiou, 2017). La evolución, estructura y actividad de las células en 

el TME tiene muchas similitudes con el proceso de inflamación y la sanación de 

heridas (Balkwill et al., 2012). 

La composición y estructura del TME depende del tipo de cáncer y de los pacientes; 

sin embargo, algunas células y características son comunes. En la Figura 1 se 

muestran los componentes celulares más relevantes y su función en el 

microambiente tumoral. El principal componente son las células endoteliales, las 

cuales tienen un papel importante en el desarrollo del tumor y en la protección de 

este, ya que llevan a cabo la formación de nuevos vasos sanguíneos. Sin embargo, 

los vasos resultantes tienen un lumen desequilibrado, resultando en filtraciones, 

desequilibrio del flujo de sangre, en la oxigenación y en la entrega de nutrientes y 

medicamentos al TME (Balkwill et al., 2012). Después se encuentran las células 

inmunológicas, como los granulocitos, los linfocitos y los macrófagos; estas células 

están involucradas en la respuesta inmune de la inflamación promovida por el tumor. 

Por último, se encuentran los fibroblastos asociados al cáncer (CAF por sus siglas 

inglés Cancer Associated Fibroblasts ), los cuales permiten que las células 

cancerosas migren del tumor primario al torrente sanguíneo para realizar metástasis 

(Pathania & Challagundla, 2021). 
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Figura 1. Componentes del TME. El microambiente tumoral (TME) consiste en células 
inmunes como son los linfocitos, los granulocitos y los macrófagos; así como de células 
estromales como los CAFs. La interacción entre las células del TME y las células endoteliales 
permite la regulación de la tumorigenesis y la progresión del cáncer.  

El microambiente tumoral es reconocido como uno de los principales factores para 

el estudio de la progresión del cáncer. Además, contribuye a la resistencia a 

fármacos por parte de la enfermedad. La iniciación, el desarrollo y el progreso de 

los tumores es altamente dependiente de las interacciones entre las células 

cancerosas y las no malignas, dentro del microambiente tumoral. El tumor puede 

interactuar con el microambiente al emitir señales extracelulares, ya que las células 

cancerosas secretan varios factores como son las citocinas, quimiocinas, 

metabolitos y proteínas inhibidoras del crecimiento o promotoras del crecimiento. 

De esta manera, las células cancerosas logran reprogramar el microambiente hacia 

un ambiente favorable para el tumor e inducir la tolerancia inmunológica periférica 

(Balkwill et al., 2012; Pathania & Challagundla, 2021; Shurin & Keskinov, 2016). 
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Capítulo 3. Melanoma 

El melanoma es una enfermedad heterogénea, con mecanismos patógenos 

complejos, como consecuencia de alteraciones genéticas específicas dentro de 

varias vías moleculares funcionales, incluyendo a MAPK, RB, PI3K y P53. Se puede 

definir como una neoplasia maligna de los melanocitos, los cuales son células 

productoras de pigmento, de origen neuroectodérmico y son responsables de la 

coloración de la piel, los ojos y el pelo. El melanoma cutáneo es uno de los cánceres 

más comunes en adultos jóvenes en el rango de edad de 20-29 años. El área más 

común donde se presenta el melanoma son las extremidades, seguido de la cabeza 

y el cuello. El Melanoma Acral lentiginoso y el melanoma nodular son los más 

prevalentes en México, los cuales no están asociados con la exposición al sol (Aris, 

2009; Lino-Silva et al., 2016; G. Palmieri et al., 2015; Schadendorf et al., 2015). 

La principal función de los melanocitos es proveer de melanina a los queratinocitos, 

los cuales son células predominantes en la epidermis y entre sus funciones se 

encuentran la formación de una barrera mecánica, la defensa inmunológica contra 

patógenos y la prevención de la pérdida de agua (Gniadecki, 1998). Los 

queratinocitos utilizan la melanina, molécula compleja que dispersa y absorbe la 

radiación UV, para proteger sus núcleos del daño al DNA inducido por la radiación 

UV (Shain & Bastian, 2016). La proliferación y producción de pigmento por parte de 

los melanocitos es estimulada cuando los queratinocitos presentan dicho daño en 

su núcleo. Los queratinocitos secretan a la hormona estimulante de los melanocitos 

(αMSH, por sus siglas en inglés Melanocyte Stimulating Hormone), la cual se une 

al receptor de melanocortina 1 (MC1R) expresado en los melanocitos, induciendo 

la síntesis de melanina (Figura 2). Por lo tanto, los melanocitos son de gran 

importancia en la respuesta celular a los rayos UV, ya que protegen a las células de 

la piel de un potencial daño al DNA (Shain & Bastian, 2016)). 

Por otra parte, los melanocitos secretan un tipo especial de orgánulo llamado 

melanosoma, que mide aproximadamente 500 nm de diámetro. Son uno de los 

principales sitios de producción de melanina y por lo tanto son el organelo de mayor 

protección contra exposiciones dañinas. Como se muestra en la Figura 2, los 

melanosomas son producidos en los melanocitos mediante un complejo 



37 
 

mecanismo, regulado a nivel genético y proteico en respuesta a varios estímulos. 

Además, los melanosomas son transferidos directamente desde los melanocitos a 

los queratinocitos y parcialmente a través de citofagocitosis (Khan et al., 2020).  

 

Figura 2. Daño a queratinocitos y producción de melanina. La radiación UV de una longitud 
de onda de aproximadamente 315-400 nm puede ocasionar daño al DNA en los queratinocitos, 
lo cual induce al gen p53 que estimula transcripcionalmente la expresión de POMC 
(proopiomelanocortina). Los queratinocitos procesan a la POMC de manera post-transcripcional 
y entonces secretan a la hormona estimulante de melanocitos alfa (α-MSH), la cual estimula al 
receptor de melanocortina 1 (MCR1) presente en los melanocitos. Esto causa la señalización 
de la vía de AMP cíclico, estimulando al factor de transcripción asociado con microftalmia (MITF) 
a sintetizar un pigmento dentro de los melanosomas. Por último, estos organelos son 
translocados a los queratinocitos para proteger su núcleo contra los daños ocasionados por la 
radiación UV. Imagen adaptada de (Schadendorfet al., 2015). 

El melanoma se pude clasificar de acuerdo con el grado de exposición al sol, es 

decir, si fue ocasionado por daño crónico por el sol o no (CSD o non-CSD, por sus 

siglas en inglés Chronically Sun-Damaged) (Figura 3). Los melanomas CSD surgen 

en la piel que muestra señales de exposición a la radiación UV a largo plazo. Dicha 

exposición causa un cambio degenerativo de las fibras elásticas de la dermis, lo 

cual se conoce como elastosis solar. Este tipo de melanomas ocurren 

principalmente en la cabeza, los hombros y en la superficie dorsal de las 

extremidades distales del cuerpo, en individuos mayores a 55 años. Además, 
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presentan alta carga de mutaciones en los genes BRAF (del inglés v-raf murine 

sarcoma viral oncogene homolog B), NRAS (del inglés neuroblastoma RAS viral 

oncogene homolog) y neufibromina (NF1, por sus siglas en inglés Neurofibromatosis 

Type 1 Protein). En cambio, los melanomas non-CSD se presentan en la zona del 

tronco y en las extremidades proximales de individuos menores de 55 años, que no 

muestran elastosis solar. Este tipo de melanoma está asociado con mutaciones en 

BRAF (Palmieri et al., 2015; Shain & Bastian, 2016).  
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Figura 3. Clasificación de melanomas: CSD y non-CSD. Los melanomas causados por la 
exposición al sol difieren en aspectos clínicos, histopatológicos y moleculares. Los melanomas 
CSD (chronicallysun-damaged) se localizan principalmente en la zona de la cabeza y el cuello, 
se presentan en personas menores a 55 años y son causados por una alta exposición a la 
radiación UV, lo cual ocasiona que los pacientes presenten elastosis solar. Por otra parte, los 
melanomas non-CSD se localizan en zonas con exposición solar media, como son las 
extremidades y el tronco; se presentan en personas mayores de 55 años y tienen una carga 
mutacional menor. Imagen adaptada de Shainet al, 2016. 
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El melanoma también se puede clasificar de acuerdo con el patrón de crecimiento 

del tumor, teniendo cuatro subtipos histopatológicos principales (Figura 4). El tipo 

más común es el melanoma de extensión superficial, el cual representa el 70% de 

los cánceres de melanoma y se caracteriza por un crecimiento radial u horizontal, 

con melanocitos organizados en nidos o de manera solitaria, mostrando un patrón 

pagetoide, es decir irregular (Figura 4a). El segundo tipo más común es el 

melanoma nodular. Según la sociedad canadiense de cáncer, el melanoma nodular 

constituye de un 15 a 20% de los casos de melanoma, el cual tiene un crecimiento 

vertical (Figura 4b). Un tercer tipo de melanoma es el lentigo maligno que tiene 

células que se dispersan en la unión dermoepidérmica o en estructuras 

complementarias de la piel, como son las uñas y los pelos en los seres humanos; 

además, muestra signos de daño crónico por radiación UV (Figura 4c). Por último, 

el melanoma acral lentiginoso constituye menos del 5% de los melanomas cutáneos 

y se caracteriza por tener células presentes como unidades solitarias a lo largo de 

la unión dermoepidérmica (Figura 4d) (Schadendorf et al., 2015). 

 

Figura 4. Patrones histopatológicos de melanoma. a) El melanoma de extensión superficial 
es descrito como una mancha asimétrica que tiene bordes irregulares. b) El melanoma nodular 
comienza como un lunar con superficie elevada y crece verticalmente. c) El melanoma lentigo 
maligno surge como un lunar de estructura irregular, conforme pasan los años crece y cambia 
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de color. d) El melanoma acral-lentiginoso aparece como una mancha irregular en las palmas 
de las manos o de los pies y también puede cambiar de coloración. 

La transformación de melanocitos a melanoma requiere una compleja interacción 

entre eventos exógenos y endógenos. La primera fase consiste en que un 

melanocito normal adquiera una mutación conductora que lleva a una hiperplasia 

melanocitíca y al desarrollo de un nevo. En esta etapa se cuenta con una baja carga 

de mutaciones y un bajo número de alteraciones. La siguiente fase es la expansión, 

donde el nevo melanocítico progresa a una lesión intermedia y posteriormente a un 

melanoma in situ. La lesión intermedia también se conoce como nevo displástico, el 

cual se define como una mancha café de al menos 5 mm de diámetro y que posee 

al menos dos de las siguientes características: pigmentación variable, así como 

asimetría y/o bordes irregulares. El nevo displástico muestra mayor carga de 

mutaciones que un nevo común (Eddy et al., 2020; Schadendorf et al., 2015; Shain 

& Bastian, 2016).  

En cambio, el melanoma in situ se define como la proliferación de melanocitos con 

núcleos agrandados que crecen en un patrón irregular dentro de la epidermis. Esta 

etapa puede persistir por varios años antes de volverse un melanoma invasivo, 

indicando que el crecimiento invasivo requiere alteraciones genéticas adicionales; 

se piensa que esto se necesita para superar la dependencia del microambiente 

tumoral de la epidermis. Una vez que las células dejan el epitelio de la epidermis y 

entran al tejido mesenquimal subyacente como la dermis, el melanoma primario 

entra a la fase invasiva y se convierte en melanoma maligno. Esta fase se 

caracteriza por una alta carga mutacional y un aumento en las copias de las 

alteraciones (Eddy et al., 2020; Shain & Bastian, 2016). 

Por último, los melanomas se consideran metastásicos cuando sus células se han 

esparcido más allá del sitio del tumor primario y han colonizado otros tejidos. Para 

lograr esto, las células de melanoma atraviesan por el proceso de EMT, descrito 

anteriormente, y el cual les permite volverse células invasivas a través de los tejidos 

y entrar al torrente sanguíneo. Cuando se encuentran en circulación, las células del 

melanoma migran a un órgano blanco, normalmente empiezan por los ganglios 

linfáticos cercanos al tumor primario. Este proceso está mediado por la quimiotaxis 

a través de las uniones ligando-receptor específicas de las quimiocinas. Cabe 
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mencionar que solo del 20 al 40% de los melanomas surgen de nevos y siguen la 

trayectoria antes mencionada. El resto de los melanomas aparecen a partir de novo; 

sin embargo, este tipo de melanomas puede surgir de lesiones clínicamente 

indetectables, las cuales es probable que sigan la misma trayectoria (Eddy et al., 

2020; Shain & Bastian, 2016). 

Como ya se mencionó anteriormente, los principales factores de riesgo causantes 

del melanoma son la exposición a la radiación solar y la predisposición genética. De 

todos los cánceres humanos, el melanoma es el que más porta mutaciones (Eddy 

et al., 2020). Ciertas mutaciones son consideradas mutaciones conductoras, las 

cuales probablemente inician la transformación melanocítica, así como los primeros 

pasos de la formación de un tumor, el progreso y la diseminación de la enfermedad. 

Las alteraciones genéticas en el melanoma ocurren en moléculas como: BRAF, 

NF1, NRAS, entre otras. Dichas mutaciones causan una activación inapropiada en 

las vías de señalización de MAPK, RB, PI3K y P53. La activación anormal de estas 

vías promueve el crecimiento del tumor y la resistencia a fármacos (Hood, 2019; 

Palmieri et al., 2015). 

El gen BRAF proporciona instrucciones para fabricar una proteína que ayuda a 

transmitir señales químicas desde fuera de la célula hasta el núcleo de la célula. 

Esta proteína es parte de una vía de señalización conocida como la vía RAS/MAPK, 

que controla varias funciones celulares importantes. La vía RAS/MAPK 

especificamente regula el crecimiento y la división (proliferación) de las células, así 

como procesos por los cuales las células maduran para llevar a cabo funciones 

celulares específicas como la diferenciación, el movimiento (migración o metástasis 

en el caso de las células tumorales) y la apoptosis. En los melanocitos, BRAF induce 

la activación de la cinasa MEK, que activa al efector final de la cascada, la cinasa 

ERK (de Vaca et al., 2018; Palmieri et al., 2015). 

Las mutaciones en BRAF típicamente ocurren en pacientes jóvenes, están menos 

asociadas con el daño UV y están presentes en melanomas localizados en áreas 

de la piel que no son expuestas al sol de manera crónica. Este gen está mutado en 

aproximadamente 50% de los casos, siendo el remplazo de ácido glutámico por 

valina en el codón 600, la mutación más prevalente. A pesar de esto, ha sido 
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demostrado que la mutación en BRAF está presente en los nevos comunes, 

sugiriendo que su activación es necesaria pero no suficiente para desarrollar 

melanoma (Palmieri et al., 2015, 2018).  

RAS es una superfamilia de proteínas GTPasas pequeñas que regulan el 

crecimiento celular, la supervivencia y la diferenciación, que juegan un papel 

importante en transmitir la señalización de los receptores RTK a varias vías de 

señalización río abajo, en particular a MAPK y PI3K. Estas proteínas G pequeñas 

se encuentran unidas a la membrana citoplasmática y se dividen en tres isoformas 

específicas de tejido: HRAS, KRAS y NRAS. La mutación en NRAS es la más 

detectada entre este grupo, con un 20-25% de los casos. Dicha mutación ocurre por 

la sustitución de glutamina por leucina en el codón Q61 y rara vez se encuentra 

presente en los nevos melanocíticos benignos, al menos que sean congénitos. En 

comparación con BRAF, los pacientes con la mutación NRAS tienden a ser 

mayores, con patrones de exposición crónica a UV, las lesiones se localizan en las 

extremidades y tienen mayor nivel de mitosis (Muñoz-Couselo et al., 2017; G. 

Palmieri et al., 2018; Vanni et al., 2020). 

NF1 es un gen que codifica para la proteína citoplasmática neurofibromina 1, que 

está involucrada en la vía RAS, como un supresor de tumores a través de su 

actividad de GAP (por sus siglas en inglés, GTPase-activating protein) que convierte 

RAS-GTP activo a RAS-GDP inactivo. Está mutación está presente en alrededor 

del 10-15% de los melanomas. Los melanomas con mutación de NF1, presentan 

señales marcadas de mutaciones ocasionadas por la exposición a UV. Además, la 

pérdida de función de NF1 ha sido relacionada con un aumento en la resistencia a 

los inhibidores de BRAF y MEK (Palmieri et al., 2018; Vanni et al., 2020). 

El gen CDKN2A (por sus siglas en inglés, Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A) es 

un supresor de tumores y codifica para dos proteínas: p16 y p14, que funcionan 

como inhibidores de la progresión de G1, a través de diferentes mecanismos. La 

proteína p16 bloquea la progresión de G1, al unirse con CDK4 y CDK6; esta unión 

evita la interacción con ciclinas D y la fosforilación de la proteína RB; en 

consecuencia, p16 afecta la progresión del ciclo celular. La inactivación de p16 se 

debe a deleciones o mutaciones o por mecanismos epigenéticos, como la metilación 
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de su gen. La alteración de este supresor de tumores está relacionada con la 

progresión de la enfermedad, ya que no se encuentra en los nevos pero sí en el 

tumor primario y aumenta en los melanomas metastásicos (Palmieri et al., 2015, 

2018; Vanni et al., 2020).  

PTEN es un gen que codifica para la enzima fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-

fosfatasa que regula negativamente la vía de señalización PI3K, la cual incluye a 

efectores como las proteínas AKT y mTOR. Esta vía de señalización es un fuerte 

regulador del crecimiento y la supervivencia del melanoma. La deleción o 

inactivación de PTEN resulta en una activación constitutiva de AKT; la combinación 

de ambos estímulos resulta en el crecimiento aberrante de las células neoplásicas, 

con adquisición de la resistencia a apoptosis. Por otra parte, las mutaciones en 

PTEN normalmente coexisten con las mutaciones en BRAF, sugiriendo que la 

activación tanto de MAPK como de PI3K son necesarias para el progreso del 

melanoma. En cambio, la mutación en PTEN y la mutación en NRAS son 

mutuamente excluyentes, ya que NRAS puede activar la cascada de PI3K de 

manera independiente (Palmieri et al., 2015; Vanni et al., 2020).  

Por último, se encuentra el gen supresor de tumores TP53, el cual es conocido como 

el “guardián del genoma”, ya que ayuda a prevenir que las células se dividan de 

manera descontrolada y promueve la apoptosis. La pérdida de función en TP53 se 

reporta como un evento tardío en el desarrollo del melanoma (Vanni et al., 2020).  

En la tabla 1 se muestra un resumen de las mutaciones más comunes en el 

melanoma antes mencionadas. 
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Tabla 1. Mutaciones comunes en el melanoma. Resumen de los genes mutados en el 
melanoma. Se indica la vía de señalización en donde participan, el tipo de mutación presente, 
la clasificación del melanoma que ocasiona, el % de incidencia en los casos y la fase del 
desarrollo en la que aparecen (Kaufmanet al, 2016; Shainet al, 2016; Vanniet al,2020). 

Gen Vía Tipo de mutación Clasificación % de 
incidencia Fase 

BRAF 

MAPK 

Ganancia de 
función (activación) 

CSD 

Non-CSD 
50 

Iniciación NRAS CSD 15-30 

NF1 Pérdida de función 
(deleción) CSD 10-15 

CDKN2A RB Gen hipermetilado 
(inactivación) 

CSD 

Non-CSD 
50 Progresión 

PTEN P13K Pérdida de función 
(inactivación) Non-CSD 25 

Progresión 
avanzada 

TP53 p53 
Ganancia de 

función 
(amplificación) 

CSD 1.3 

 

Las células de melanoma expresan y secretan altos niveles de TGF-β, el cual puede 

señalizar a través de las vías que se encuentran alteradas en esta enfermedad. Esta 

citocina funciona como supresora de tumores bajo condiciones normales y en 

células premalignas. Sin embargo, las células cancerosas llegan a evadir dichos 

efectos y a utilizar al TGF-β a su conveniencia, es decir para iniciar la evasión 

inmune, así como promover la producción de factores de crecimiento, la 

diferenciación hacia un fenotipo invasivo y la diseminación metastática (Massagué, 

2008; Perrot et al., 2013). 
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Capítulo 4. La citocina TGF-β 
 

El TGF-β representa una familia evolutivamente conservada de factores 

polipéptidos secretados, que regulan muchas funciones de señalamiento que 

controlan múltiples procesos celulares como la diferenciación, la proliferación y la 

motilidad específica de tejido o de células. La familia del TGF-β en humanos incluye 

33 genes que codifican para citocinas secretadas. Los miembros de esta familia 

tienen diferentes nombres basados en la historia de su identificación molecular, la 

cual incluye a las activinas, a las proteínas morfogénicas óseas (BMPs, por sus 

siglas en inglés Bone Morphogenetic Proteins), los factores de diferenciación de 

crecimiento (GDFs, por sus siglas en inglés Growth Differentiation Factor), la 

sustancia inhibidora mülleriana (MIS, por sus siglas en inglés Mullerian Inhibiting 

Substance) y los TGF-βs (Tzavlaki & Moustakas, 2020). 

En mamíferos se han descrito 3 isoformas del TGF-β: 1, 2 y 3; codificadas por 3 

genes independientes. El TGF-β-1 es la isoforma más abundante en células y 

tejidos, además de ser el más regulado en casos como respuestas al estrés, daño 

tisular o en enfermedades inducidas por oncogenes. Los principales reguladores de 

la expresión in vivo del TGF-β son cambios en los niveles de hormonas esteroides, 

daño celular, estrés o infecciones virales o de parásitos (Sosa-Garrocho & Macías-

Silva, 2004). 

El TGF-β es sintetizado por ribosomas unidos al retículo endoplasmático rugoso de 

la mayoría de las células, donde la eliminación del péptido señal N-terminal permite 

el plegamiento de la proteína, la glicosilación y el procesamiento en pasos 

biosintéticos subsecuentes, durante el transporte del retículo endoplasmático al 

aparato de Golgi. El plegamiento del TGF-β está íntimamente conectado a la 

formación de enlaces disulfuro intermoleculares, dos en la región N-terminal que 

posteriormente se convierten en un predominio largo y otro en la región C-terminal 

que después será el ligando maduro corto, resultando en una dimerización 

obligatoria del ligando sin procesar (Tzavlaki & Moustakas, 2020).  

En la Figura 5 se muestra la estructura del TGF-β secretado en forma de complejo 

dimérico (SLC por sus siglas en inglés, Small LatentComplex) o terciario (LLC por 
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sus siglas en inglés, Large Latent Complex). El primero, es un pequeño complejo 

dimérico latente que consiste de la proteína asociada a la latencia o LAP (por sus 

siglas en inglés, Latency-Associated Protein) y el TGF-β maduro, un precursor que 

contiene sitios de glucosilación en el extremo amino. A este complejo se le 

considera latente porque la proteína LAP evita la unión del TGF-β secretado a sus 

receptores. Por otra parte, el complejo terciario consta de la proteína de unión al 

TGF-β latente o LTBP (por sus siglas en inglés, Latent-TGF-β Binding Protein) que 

se une covalentemente a la proteína LAP. La proteína LTBP es importante para la 

secreción del TGF-β debido a que dirige a la citocina a la matriz extracelular, en 

donde queda almacenada hasta su activación. Para la activación del TGF-β se 

necesita una modificación postraduccional, que consta en el procesamiento 

proteolítico en el sitio RXXR del precursor, cortado por la endoproteasa furina. 

Aunque se realiza este corte, el TGF-β maduro sigue asociado de manera no 

covalente a LAP, como se muestra en la Figura 5 (Neel et al., 2012; Sosa-Garrocho 

& Macías-Silva, 2004).  

 

Figura 5. Estructura del TGF-β. El TGF-β es secretado en forma de un complejo, conformado 
por el TGF-β maduro (dímero) unido a la proteína LAP (dímero), este complejo se denomina 
SLC (100kDa). A este complejo latente se une covalentemente la proteína LTBP (proteína de 
unión al TGF-β latente), formando el complejo latente grande (LLC) de 220 kDa de tamaño. 
Imagen adaptada de Sosa-Garrocho & Macías-Silva, 2004.  

Los receptores para los ligandos de la familia del TGF-β son proteínas 

transmembranales, específicos y contienen una mayor fosforilación en los residuos 
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de serina y treonina que en los de tirosina. Existen dos principales receptores que 

son mediadores de las señales de las tres isoformas del ligando, TβR-II y TβR-I 

(ALK5) (Figura 6); estos receptores presentan un dominio extracelular capaz de unir 

al ligando, una región transmembranal y un dominio citoplásmico con actividad de 

cinasa de residuos de serina y treonina.  La diferencia entre los dos receptores es 

que el tipo II es una cinasa constitutivamente activada y el receptor tipo I es activado 

por el tipo II a través de una fosforilación (Sosa-Garrocho & Macías-Silva, 2004). 

 

Figura 6. Estructura de los receptores TGF-βRI y TGF-βRII. En la región intracelular cerca 
de la membrana plasmática, el receptor TβRI contiene una región rica en glicina y serina llamada 
dominio GS, que está asociado con su activación por transfosforilación; en cambio, el receptor 
TβRII contiene un dominio de cinasa de residuos de serina y treonina que puede fosforilar al 
TβRI en el dominio GS, durante la transducción de señales, activando la región cinasa del TβRI. 
Ambos receptores tienen dominios extracelulares que unen al ligando (Wang et al, 2020). 
Imagen adaptada de Sosa-Garrocho &Macías-Silva, 2004.   

Los tres receptores de TGF-β se encuentran en balsas lipídicas y en dominios de la 

membrana plasmática libres de balsas lipídicas, en donde se internalizan 

rápidamente a través de endocitosis mediada por clatrina o caveolina. La 

internalización dependiente de clatrina promueve la vía canónica, mediante el 

incremento de la translocación nuclear de una proteína llamada SMAD2 y por lo 

tanto la activación de la señalización río abajo. En cambio, la internalización 

mediada por caveolina involucra el complejo de receptores/SMAD7/SMURF1/2. Los 
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receptores TβRs se están reciclando constantemente en la ausencia de ligandos y 

la unión de ligandos los dirige hacia su degradación, pero únicamente a los 

receptores heterodiméricos (TβRI/TβRII). Por otra parte, los receptores 

homodiméricos (TβRI/TβRI o TβRII/TβRII) se reciclan regresando a la membrana 

plasmática. La endocitosis no solo dirige la degradación o el reciclaje de los TβRs, 

sino que también es necesaria para la activación río abajo de las vías canónica y no 

canónica de señalización del TGF-β (VanderArk et al., 2018). 

4.1 Vías de señalización 
 

La vía de señalización canónica del TGF-β empieza con su unión al receptor tipo II, 

el cual fosforila al receptor tipo I y activa su función como cinasa (Figura 7). El 

coreceptor llamado betaglicano (TβRIII) funciona al unirse al TGF-β y lo transfiere a 

sus receptores de señalamiento, TβRI y TβRII. El TβRI activado, fosforila el motivo 

de serina SXS del complejo R-Smad (Smad2/3), el cual forma complejos con 

Smad4. En este paso se pueden unir las proteínas Ski y SnoN al complejo de Smads 

e inhibir su translocación al núcleo. En cambio, si los heterocomplejos se logran 

translocar al núcleo, pueden asociarse con cofactores específicos, regulando la 

expresión genética, que lleva a la supresión de tumores, es decir a la inhibición de 

crecimiento y de la apoptosis, así como a la prevención de la inmortalización; sin 

embargo, en condiciones patológicas pueden promover el desarrollo tumoral al 

favorecer procesos que incluyen la EMT, la migración, la invasión y la metástasis 

(Busse & Keilholz, 2011; Neel et al., 2012). 

Los complejos TGF-β-receptores también pueden señalizar por medio de vías no 

canónicas, ya sea por medio de un proceso de fosforilación o interacción directa. El 

TGF-β puede activar a las vías de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y de las MAP 

cinasas, incluyendo ERKs y p38 (Figura 7); además, puede activar la vía de Rho-

GTPasas. Estas vías no canónicas promueven varios efectos biológicos, como es 

la EMT, la inhibición del crecimiento celular, la migración y la invasión de las células. 

Se puede generar una intercomunicación (del inglés, cross-talk) entre estas vías no 

canónicas con la vía de las Smad, para potencializar o antagonizar la señalización 

del TGF-β (Busse & Keilholz, 2011; Zhang, 2009). 
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Figura 7. Vías de señalización del TGF-β. El TGF-β puede realizar su señalización por la vía 
canónica, es decir activando a la familia de las proteínas Smad, que son factores 
transcripcionales, lo cual conlleva tanto a la promoción como supresión de tumores, 
dependiendo del contexto celular. Además, el TGF-β puede activar a otras vías de señalización 
no canónicas, que se le conoce como crosstalk o comunicación cruzada. Entre estas vías se 
encuentran: PI3K/Akt, Rho-GTPasas y MAPKs, cuyos efectos también dependen del contexto 
celular.  

 

4.2 Ski y SnoN 

Las proteínas Ski y SnoN son miembros de la familia Ski, los cuales se expresan en 

todos los tejidos adultos en cantidades bajas. Pueden regular la diferenciación de 

diferentes estirpes celulares, especialmente aquellas en linajes neurales y 

musculares. No tienen actividades catalíticas, por lo tanto, funcionan a través de 

interacciones con otros componentes celulares. La función descrita más importante 

de Ski y SnoN es la regulación negativa de la señalización del TGF-β, al unirse a 

las proteínas Smad y actuar como correpresores transcripcionales. Interactúan 

simultáneamente con las R-Smad (Smad reguladas por el receptor) Smad2/3, a 

través de su región N-terminal y con la Co-Smad (Smad4), a través de su dominio 

tipo SAND, causando el bloqueo de la habilidad de los complejos de Smad de 

activar la transcripción de los genes blanco del TGF-β (Deheuninck & Luo, 2009). 
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4.3 TGF-β y melanoma 
 

Como se mencionó anteriormente, el TGF-β tiene un papel dual en el cáncer. En 

las células cancerosas en etapas tempranas, la activación de la vía induce un 

potente arresto del ciclo celular, lo cual sugiere que el TGF-β juega un papel 

importante en la supresión de tumores. Sin embargo, conforme avanza el cáncer, el 

TGF-β se vuelve un promotor de tumores; su expresión elevada, así como 

mutaciones o deleciones en sus receptores, se asocian con la migración celular, la 

resistencia a la quimioterapia y la evasión a la vigilancia inmune (Colak & ten Dijke, 

2017; Gu & Feng, 2018). 

En el caso del melanoma, se puede observar un papel importante del TGFβ en su 

desarrollo y progresión (Figura 8). Las isoformas TGF-β1, TGF-β2 y TGF-β3 son 

expresadas en algunos melanocitos normales y casi uniformemente en los nevi y 

melanomas. Las células de melanoma expresan y secretan altos niveles de TGF-β 

que tienen efectos autocrinos, promueven la activación del TGF-β latente por medio 

de proteasas y favorecen el reclutamiento de células que secretan TGF-β en el 

microambiente tumoral, como son los fibroblastos del estroma. El TGF-β ejerce un 

efecto citostático en la etapa temprana del tumor; posteriormente, su actividad 

cambia a un promotor tumoral en melanomas avanzados, en donde induce la 

transición a un fenotipo más agresivo, favoreciendo la invasión y la angiogénesis. 

Además, el TGF-β inhibe la proliferación y la activación de algunas células inmunes, 

pues permite que las células del melanoma evadan las acciones inmunosupresoras, 

generando y manteniendo un nicho para el tumor (Hussein, 2005; Perrot et al., 

2013). 

Otro efecto importante del TGF-β sobre las células del microambiente tumoral, es 

la promoción de la EMT, un proceso por el cual las células epiteliales adquieren 

características de células tipo mesenquimales. Durante la EMT, las células 

tumorales inhiben la transcripción de genes epiteliales, como E-cadherina y 

keratina, además aumentan la regulación de la transcripción de los genes 

mesenquimales (Vimentina y N-cadherina) para regular múltiples señales en el 

TME, de tal manera que las células obtienen la habilidad para la migración y la 

invasión. Existen varías metaloproteinasas como MMP-3, MMP-9, MMP-14 y MMP-



52 
 

2, que ayudan a este proceso, donde destaca principalmente la MMP-9. Los altos 

niveles de esta metaloproteinasa han sido asociados con una alta incidencia de la 

metástasis. También ha sido demostrado que el TGF-β promueve la EMT a través 

de la sobre-regulación de MMP-9 (Li et al, 2020).  

Cabe destacar que en este tipo de cáncer, los niveles de las proteínas Ski y SnoN 

aumentan drásticamente durante la progresión del tumor. Al mismo tiempo, la 

proteína Ski pasa de sólo tener una localización nuclear, a una localización tanto 

nuclear como citoplasmática en la etapa de invasión y una localización 

citoplasmática en los melanomas metastásicos. Ski puede suprimir la señalización 

del TGF-β mediante tres mecanismos: 1) El primero es mediante su asociación con 

Smad2, Smad3 y Smad4, causando su represión. 2) Un segundo mecanismo 

involucra una asociación entre Ski/Smad en el citoplasma, lo cual previene una 

translocación nuclear en respuesta a la activación por el TGF-β. Finalmente, 3) Ski 

puede tener como blanco a la vía de la proteína de retinoblastoma (RB), mediante 

su asociación directa con esta o reprimiendo indirectamente la inducción de p21 por 

las Smads (Hussein, 2005). 

Se ha sugerido que la alta expresión de Ski en el melanoma, puede resultar en una 

vía de señalización inactiva del TGF-β y en una falta de actividad como supresor de 

tumores por parte de esta citocina. Sin embargo, en 2011, el grupo de Javelaud, 

analizó la correlación entre los niveles de Ski y de SnoN con la señalización del 

TGF-β; el grupo concluyó que aún con altos niveles de estas oncoproteínas, la vía 

de señalización del TGF-β es funcional. Además, Ski es eficientemente degrado por 

la activación de la vía de señalización del TGF-β, a través de Arkadia, una ligasa E3 

de ubiquitina que se asocia con Ski a través de Smad2 y Smad3, para mediar su 

ubiquitinación y su degradación por el proteosoma. Estas dos condiciones pueden 

jugar un papel importante en la progresión maligna de estas células cancerosas 

(Deheuninck & Luo, 2009; Javelaud et al., 2011). 

4.4 Secreción del TGF-β 
 

El TGF-β puede ser secretado al exterior de la célula por medio de vesículas 

extracelulares, como microvesículas o exosomas. Por una parte, se piensa que el 
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TGF-β puede estar presente dentro del exosoma; esto fue mostrado en un 

experimento en donde trataron exosomas provenientes de cáncer de vejiga con la 

proteinasa K, la cual es una enzima que puede degradar al TGF-β, pero no puede 

penetrar a través de la bicapa lipídica de los exosomas; por lo cual se observó poca 

degradación del TGF-β. En cambio, cuando primero se permeabilizaron las 

membranas de los exosomas con Triton X-100 y después agregaron la proteinasa 

K, se observó una disminución notable en los niveles de la proteína TGF-β. Con 

estos datos indicaron que la mayoría de las proteínas TGF-β se localizan dentro de 

los exosomas (Goulet et al., 2018).   

Por otra parte, se cree que el TGF-β puede encontrarse asociado a algunas de las 

proteínas presentes en la superficie de los exosomas, como son las integrinas, las 

cuales tienen la función de guiarlos hacia tejidos específicos. Estas proteínas 

pueden ayudar en su activación por las células blanco, para poder activar la vía de 

señalización de la citocina. LAP tiene un motivo RGD que permite que la subunidad 

αV integrina se una y libere la forma activa del TGF-β, causando que aumente la 

concentración del TGF-β en el microambiente y se puede unir a sus receptores 

presentes en dicha célula (Shimaoka et al., 2019). La forma latente del TGF-β 

también puede estar unida a la superficie de los exosomas, por medio de cadenas 

de glicanos, en específico por la heparina y el heparán sulfato; en el momento en el 

que se separa del exosoma se convierte en TGF-β activo (Shelkeet al., 2019). En 

el siguiente capítulo se abordará con mayor detalle el tema de las vesículas 

extracelulares, dándole mayor énfasis a los exosomas. 
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Capítulo 5. Vesículas extracelulares 

Las vesículas extracelulares (EV) están formadas por una membrana de bicapa 

lipídica y son portadoras de moléculas biológicamente activas. Las EV son 

generadas y secretadas por todos los tipos de células, como un mecanismo para la 

comunicación intercelular, ya que pueden tener blancos locales o distantes y 

ejecutar funciones biológicas definidas. Las EV secretadas por las células son 

altamente heterogéneas en tamaño, contenido, composición de membrana, 

biogénesis y más importante en su función biológica (Latifkar et al., 2019; Margolis 

& Sadovsky, 2019). 

Las EV se pueden clasificar de acuerdo con su tamaño y su biogénesis (Figura 8): 

los exosomas derivan de vías endolisosomales, que involucran la formación de 

vesículas intraluminales dentro de cuerpos multivesiculares (MVBs, por sus siglas 

en inglés Multivesicular Bodies). Los exosomas son la población más heterogénea 

de EV y su tamaño, según algunos autores (Latifkaret al., 2019; Xavier et al., 2020) 

se encuentra en un rango aproximado de 30-100 nm. Por otra parte, las 

microvesículas (MVs) que tienen un diámetro aproximado entre 100 nm y 1000 nm, 

son directamente secretadas por gemación de la membrana plasmática de las 

células. Por último, la formación de los cuerpos apoptóticos ocurre durante la 

descomposición de la membrana celular de las células apoptóticas y tienen un 

diámetro aproximado de 1-5 μm (Latifkar et al., 2019; Margolis & Sadovsky, 2019; 

Xavier et al., 2020). 

Durante su biogénesis, las EV podrían capturar selectivamente proteínas, lípidos, 

RNAs o incluso DNA, los cuales se podrían volver parte de la membrana o del 

contenido de la vesícula extracelular; por lo cual su contenido refleja su origen y les 

da el potencial como biomarcadores. Su encapsulación les da mayor estabilidad, 

más vida media, mayor resistencia a la degradación y mayor capacidad de viajar 

grandes distancias (Latifkar et al., 2019; Xavier et al., 2020). La cantidad del material 

contenido dentro de la EV es extremadamente pequeña, al igual, el número de 

vesículas que llevan biomoléculas a ciertas poblaciones celulares es reducido, por 

lo cual se asume que las células receptoras tienen herramientas de reconocimiento 

altamente específicas y eficientes (Margolis & Sadovsky, 2019). 
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Las vesículas extracelulares tienen la habilidad de transferir su carga a las células 

receptoras y a los órganos que están protegidos por una barrera fisiológica (Xavier 

et al., 2020). Se sugiere que diferentes tipos de células utilizan vías específicas para 

promover la entrada de las EV a las células, para un subsecuente procesamiento 

intracelular. Esto puede involucrar vías de endocitosis o fusión de las EV con la 

membrana plasmática de las células. Aunque la entrada a la célula por parte de las 

EV podría no ser obligatoria para poder desarrollar sus funciones. La unión a cierta 

molécula en la superficie de la membrana podría ser suficiente para disparar una 

cascada de reacciones que alteren la fisiología de la célula. Además, las “órdenes” 

que llevan las EV podrían venir no solo de las células de origen sino también de la 

microbiota (Margolis & Sadovsky, 2019).  

 

Figura 8. Biogénesis de los diferentes tipos de vesículas extracelulares. Las EV se pueden 
clasificar por su biogénesis. Primero se tienen a los exosomas que se forman por la exocitosis 
de cuerpos multivesiculares y tienen un diámetro de entre 30 y 150 nm. Entre su contenido se 
encuentran proteínas, lípidos, fragmentos de DNA, metabolitos y RNAs. Las microvesículas, se 
forman por una gemación de la membrana plasmática y posteriormente se desprenden al 
espacio extracelular; tienen un tamaño entre 150-1000 nm y su contenido es similar al de los 
exosomas. Por último, se tienen a los cuerpos apoptóticos, que se forman por la desintegración 
de la membrana plasmática de las células apoptóticas; son las EV con mayor tamaño (1-5 μm) 
y contienen fragmentos nucleares y proteínas mitocondriales. Las EV pueden ser aceptadas por 
una célula receptora para transferir su cargamento.  
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Tabla 2. Marcadores moleculares para identificar microvesículas y exosomas. Existen 
algunos marcadores que ayudan a diferenciar a las microvesículas y los exosomas a nivel 
molecular, pues su tamaño es similar y se debe utilizar otro parámetro para discriminar entre 
estos tipos de vesículas extracelulares (Jadli et al., 2020; Surman et al., 2019). 

Microvesículas Exosomas 

● CD40 
● Selectinas 
● MMP 
● Integrinas  
● Ezrina 
● Anexina V  
● TF (Tissue Factor)  

● CD63 
● CD9 
● CD81 
● HSP70 
● HSP90 
● ALIX  
● Rab5a/b 
● LAMP1 (Lysosomal-associated 

membrane protein 1) 
● TSG101 (Tumor susceptibility 

gene 101) 

 

5.1 Biogénesis de las vesículas extracelulares 
 

Las microvesículas se forman cuando la membrana genera una gemación o brote 

hacia el exterior. Primero, se requiere que se lleven a cabo varios rearreglos dentro 

de la membrana plasmática, como son algunos cambios en los componentes 

lípidicos y en la composición de las proteínas, así como cambios en los niveles de 

Ca2+.  

La maquinaria enzimática dependiente de los niveles de Ca2+ dirige los rearreglos 

en la asimetría de los fosfolípidos de la membrana, que causan un doblamiento 

físico de esta y un restructuramiento del citoesqueleto de actina. Un ejemplo del 

funcionamiento de este tipo de maquinaria, es el cambio de la fosfatidilserina de la 

monocapa lipídica interior a la superficie celular. Este tipo de maquinaria incluye a 

las translocasas de aminofosfolípidos, a las escramblasas y a la calpaína, las cuales 

favorecen el desprendimiento de la membrana y la formación de microvesículas 

(van Niel et al., 2018).  

La biogénesis de exosomas es un proceso biológico de múltiples pasos que está 

regulado por varias vías de señalización (Figura 9). Primero se inicia con la 

formación de los endosomas tempranos, mediante una invaginación de la 

membrana, seguida de la formación de los endosomas tardíos por una segunda 

invaginación de la membrana endosomal generando vesículas intraluminales (ILV, 
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por sus siglas en inglés Intraluminal Vesicles). Los endosomas tardíos son 

identificados como MVBs, los cuales pueden fusionarse con los lisosomas para 

dirigir su carga a degradación o seguir la vía endocítica para la secreción de 

exosomas. En el proceso de endocitosis, las proteínas de superficie de la membrana 

plasmática son trasladadas a la membrana interna de las vesículas endocíticas. 

Posteriormente en el retículo endoplasmático, la membrana plasmática de los MVBs 

junto con el cargo que ya fue aislado, se clasifica y proceden al complejo de Golgi 

hacia vesículas intraluminales. Por último, los MVBs se fusionan con la membrana 

plasmática y las ILVs son liberadas como exosomas (Jadli et al., 2020).  

Existen dos tipos de mecanismos por los cuales las proteínas son clasificadas para 

la biogénesis de exosomas, los cuales incluyen a las vías dependientes e 

independientes de ESCRT (por sus siglas en inglés Endosomal Sorting Complex 

Required for Transport) (Figura 9). Los ESCRTs son una familia de proteínas que 

se asocia en cuatro complejos sucesivos (ESCRT-0, -I, -II y III) en la membrana de 

los MVBs para regular los cargos hacia la formación de ILVs (Mathieuet al., 2019). 

Esta maquinaria también incluye proteínas asociadas, como son VPS4, VTA1 y 

ALIX. La maquinaria de ESCRT actúa en varios pasos: ESCRT-0 facilita la 

formación de agrupamientos (clusters) de cargos transmembranales, para la 

transferencia y posterior reclutamiento de demás complejos proteicos ESCRT a la 

membrana endosomal. ESCRT-I y ESCRT-II son responsables de la gemación de 

la membrana endosomal. Posteriormente, la invaginación de la membrana y la 

formación de las vesículas intraluminales es facilitado por ESCRT-III, logrando el 

desprendimiento y la fisión de dichas vesículas. Este mecanismo es conocido como 

la vía ESCRT canónica (Jadliet al., 2020; van Niel et al., 2018). 

Cabe mencionar que las proteínas accesorias tienen un papel importante en la 

disociación y reciclado de la maquinaria ESCRT. Por otro lado, la vía ESCRT 

canónica puede ser interceptada por la proteína sintenina-1, la cual, al unirse al 

dominio citosólico de sindecanos, recluta a la proteína ALIX (por sus siglas en 

inglés, ALG-2 interacting protein), que en conjunto con los componentes ECRT-I/II/II 

permite la formación de ILVs. En este contexto, la proteína sintenina parece ser un 

regulador potencial de la intercomunicación (del inglés crosstalk) entre el reciclado 

endocítico y la elección de los blancos endosomales, es decir el targeting 
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endosomal de las potenciales cargas exosomales. Cabe mencionar que diferentes 

vías actúan en paralelo o incluso juntas para promover la liberación de exosomas 

(Juan & Fürthauer, 2018; Mathieu et al., 2019; van Niel et al., 2018). 

Los exosomas también se pueden formar de manera independiente de los 

complejos ESCRT (Figura 9). La familia de las ceramidas son moléculas que están 

compuestas de al menos una esfingosina y un ácido graso, unidos por un enlace 

amino. Las ceramidas permiten la generación de subdominios membranales que 

imponen una curvatura negativa espontánea en la membrana. Por otra parte, se 

tiene a la familia de las tetraspaninas, las cuales son proteínas que forman cúmulos 

denominamos agrupamientos (clusters) y plataformas dinámicas de membrana con 

diferentes proteínas transmembranales y citosólicas, para formar microdominios. 

Las tetraspaninas también regulan las rutas intercelulares de las cargas 

moleculares hacia los MVBs (van Niel et al., 2018). 

 

Figura 9. Biogénesis de exosomas. La formación de exosomas empieza con la creación del 
endosoma temprano por un proceso de endocitosis y posteriormente del endosoma tardío o 
cuerpo multivesicular (MVB), que contiene vesículas intraluminales (ILVs) formadas por la 
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invaginación de la membrana endosomal. En este punto es donde la biogénesis de los 
exosomas puede ocurrir por dos vías: la primera es la vía dependiente de la maquinaria ESCRT, 
es decir de los complejos proteícos ESCRT-0 al ESCRT-III, los cuales están involucrados en 
varios pasos hasta la liberación de los exosomas. Esta vía puede ser dividida por las proteínas 
ALIX y sintenina-1 para liberar los exosomas de otra manera. Por último, la segunda vía es 
independiente de ESCRT, en donde participan principalmente las ceramidas y las tetraspaninas. 
Imagen adaptada de Jadliet al, 2020. 

 

5.2 Liberación de las vesículas extracelulares 
 

Como ya se mencionó anteriormente, para llevar a cabo la liberación de los 

exosomas se necesita la fusión de los MVBs con la membrana plasmática. Los 

mecanismos para dicha liberación dependen del tipo celular de origen, pero pueden 

ser ampliamente clasificados como constitutivos o inducibles. Dentro de las vías 

constitutivas, se encuentran las que son mediadas por las proteínas G 

heterotrimétricas, la proteína cinasa D y las proteínas Rab-GTPasas. Por otra parte, 

la secreción de exosomas puede ser inducida por varios estímulos físicos, químicos 

y biológicos, como un bajo pH, daño del DNA, aumento en el Ca2+ intracelular, 

hipoxia y estimulación por LPS. A continuación, se profundizará en el rol de las 

proteínas Rab-GTPasas (Jadli et al., 2020).  

Las proteínas Rab de la familia de GTPasas pequeñas tienen un rol importante y 

bien establecido en la transferencia de las vesículas entre compartimientos 

intracelulares, además de estar implicadas en el tráfico de los MVB a la membrana 

para la liberación de exosomas. Un ejemplo de esto es la proteína Rab27, que tiene 

dos homólogos Rab27a y Rab27b, los cuales actúan en el acoplamiento de los 

MVBs a la membrana plasmática para promover su fusión y, por lo tanto, aumentar 

la secreción de exosomas. Estas isoformas también tienen una función por 

separado: Rab27b regula la motilidad de los MVBs hacia la membrana y Rab27a 

está involucrada en el rearreglo del citoesqueleto de actina, al momento del 

acoplamiento (van Niel et al., 2018). También es importante mencionar que después 

del desprendimiento de una vesícula extracelular, se requiere una polimerización de 

actina en la cara interna de la membrana plasmática, seguida de la contracción del 

citoesqueleto de actina; este proceso es dirigido por la proteína RhoA-GTPasa. Por 

lo que, para continuar con la liberación subsecuente de exosomas, es necesario la 
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despolimerización de la actina cortical, permitiendo que los MVBs se acoplen a la 

membrana plasmática (Mathieuet al., 2019).  

5.3 Internalización de las vesículas extracelulares en las células blanco 
 

Una vez que han sido liberadas, las EV llegan a las células receptoras y pueden 

entregar su contenido para provocar una respuesta funcional y promover cambios 

fenotípicos, que afectarán el estado fisiológico o patológico de la célula blanco. La 

especificidad de la célula blanco es muy probable que sea determinada por las 

interacciones entre las proteínas de la superficie de las EV y los receptores de la 

membrana plasmática de las células receptoras. Algunos mediadores de estas 

interacciones son las tetraspaninas, las integrinas, los lípidos, las lectinas, los 

proteoglicanos de heparán sulfato y los componentes de la matriz extracelular 

(Figura 10) (Mathieu et al., 2019; van Niel et al., 2018).  

Las integrinas presentes en las EV pueden interactuar con moléculas de adhesión 

como son: las ICAMs (del inglés Inter-Cellular Adhesion Molecules), las cuales son 

miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas que están involucradas en la 

inflamación, respuesta inmune y en la señalización intercelular; las integrinas 

también pueden interactuar con las proteínas de la matriz extracelular, como son la 

fibronectina y la laminina, lo cual ha sido demostrado en exosomas; y las 

tetraspaninas, que también interactúan con las integrinas para promover el 

acoplamiento y la aceptación de los exosomas por las células receptoras (van Niel 

et al., 2018).  

Los proteoglicanos de heparán sulfato y las lectinas también están presentes tanto 

en las EV como en las células blanco, contribuyendo al proceso de acoplamiento. 

Una vez que las vesículas extracelulares se han acoplado, pueden transmitir 

información a las células receptoras, actuando en la superficie celular sin liberar su 

contenido. Esto se lleva a cabo mediante un acoplamiento en la membrana 

plasmática, seguida de la activación de los receptores de superficie y una cascada 

de señalización (Mathieu et al., 2019; van Niel et al., 2018).  
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Figura 10. Proteínas presentes en la superficie de las vesículas extracelulares. Las 
vesículas extracelulares son portadoras de proteínas de membranas como son las integrinas, 
tetraspaninas, moléculas de adhesión (ICAM), proteoglicanos, lectinas y proteínas de la matriz 
extracelular (fibronectina y laminina), las cuales permiten hacer un acoplamiento molecular con 
la célula receptora. Este acoplamiento permite la presentación de antígenos y la inducción de 
cascadas de señalización, como es la del TGF-β. Imagen adaptada de van Niel et al., 2018. 

 

Otra posibilidad es que la vesícula entre a la célula aceptora, lo cual pasa por un 

proceso de endocitosis como son la mediada por clatrina o caveolina, la fagocitosis, 

la micropinocitosis (Figura 11), o la fusión de la vesícula con la membrana 

plasmática (Figura 12). Por último, está el paso de la aceptación del contenido 

entregado a la célula receptora. Estos procesos son complejos y dependen del 

origen de la vesícula extracelular y de la identidad y origen de la célula receptora. 

Además de que todos estos mecanismos están bajo estudio, ya que la manera 

exacta de como ocurren aún no ha sido establecida (Mathieu et al., 2019; van Niel 

et al., 2018).  

Los mecanismos de endocitosis controlan la composición de lípidos y proteínas de 

la membrana plasmática, regulando la manera en que las células interacciona con 

su medioambiente. Este proceso genera pequeñas vesículas de membrana que 

transportan en su carga varias moléculas hacia el citoplasma de la célula. Primero 

se mencionará el mecanismo de fagocitosis, el cual puede internalizar material 

opsonizado, es decir, marcado con opsoninas (anticuerpos, fibronectinas, lectinas 

de unión a manosa y lactadherina).  Dicho material, como son las bacterias y las 

EVs, es internalizado mediante la formación de invaginaciones en la membrana 
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celular (Doherty & McMahon, 2009; Jadli et al., 2020; Kaksonen & Roux, 2018; 

Rosales & Uribe-Querol, 2017). 

Otro mecanismo es la macropinocitosis, caracterizado por el arrugamiento o ruffling 

de la membrana plasmática envolviendo una región del medio extracelular y seguido 

de una completa internalización de dicha región, generando vesículas endocíticas y 

macropinosomas. La macropinocitosis es mediada por una cascada de señalización 

en donde participa la familia de Rho-GTPasas, las cuales facilitan la formación de 

las protuberancias extracelulares impulsadas por los filamentos de actina. En los 

exosomas, este tipo de endocitosis depende de la función intercambiadora de 

Na+/H+, la actina, el colesterol, la dinamina y un pH bajo (Doherty & McMahon, 2009; 

Jadli et al., 2020). 

Por otra parte, se encuentra la endocitosis mediada por clatrina (CME, por sus siglas 

en inglés Clathrin-Mediated Endocytosis), que es un proceso que involucra la 

interacción entre los ligandos en la superficie exosomal y los receptores específicos 

presentes en la membrana plasmática (Figura 11). La carga molecular se concentra 

en las regiones de la membrana plasmática que se encuentran recubiertas de las 

proteínas que se movilizaron desde el citosol. El ensamblaje del revestimiento 

promueve el doblamiento de la membrana, transformando la membrana plasmática 

plana a una fosa recubierta de clatrina. Una vez que se lleva a cabo el 

reconocimiento ligando-receptor, se forma la vesícula alrededor de la carga y por lo 

tanto es selectivamente endocitada. Para la formación de estas vesículas 

endocíticas recubiertas de clatrina, participan alrededor de 50 proteínas citosólicas, 

aparte de la clatrina. Una vez internalizadas, las vesículas experimentan un proceso 

en donde se les retira el revestimiento de clatrina, para poder fusionarse con el 

endosoma y transferir las cargas moleculares (Jadli et al., 2020; Kaksonen & Roux, 

2018). 

El último mecanismo de endocitosis que se abordará es el dependiente de 

caveolina, la cual es una proteína con microdominios ricos en colesterol (Figura 11). 

Las caveolas son invaginaciones de la membrana plasmática, cuya morfología es 

otorgada por la caveolina que se incrusta en la cara interna de la membrana, 

formando un bucle en forma de horquilla, sus extremos N- y C-terminal están 
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expuestos hacia el citoplasma. El mecanismo exacto por el cual se internalizan a 

las EV podría diferir entre los tipos de células liberadoras y receptoras, pero en 

general se cree que los caveosomas, es decir, las vesículas intracelulares con pH 

neutro tienen gran variedad en sus ciclos de vida y en sus habilidades para 

fusionarse entre ellas y con otros organelos (Doherty & McMahon, 2009; Jadli et al., 

2020). 

 
Figura 11. Internalización de vesículas extracelulares. Las EVs son internalizadas por las 
células receptoras y fusionadas con los compartimientos intracelulares y pueden desprender su 
cargamento por la vía endosomal, donde se van a degradación o son recicladas y liberadas de 
nuevo. Los diferentes tipos de internalización son: macropinocitocis, fagocitosis y endocitosis 
mediada por caveolina o clatrina (Gurung et al., 2021). Imagen adaptada de van Niel et al, 2018. 

 

Como ya se mencionó anteriormente, las EV también pueden ser aceptadas por las 

células receptoras por procesos no endocíticos, como es la fusión (Figura 12). En 

este mecanismo la membrana de las EV se fusiona con la membrana plasmática de 

la célula, causando que se libere el contenido intraluminal al citoplasma de la célula 

receptora. Aparte de transferir las moléculas de la carga, la fusión también permite 
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el intercambio de las proteínas y los lípidos transmembranales. Existen varias 

proteínas que participan de manera importante en este proceso como son Rab, 

Sec1/Munc-18, Lamp-1 y SNAREs (Jadli et al., 2020; van Niel et al., 2018).  

 

Figura 12. Fusión con la membrana plasmática.  Las vesículas extracelulares también 
pueden ser internalizadas mediante su fusión con la membrana plasmática de la célula 
receptora, en donde liberan su contenido directamente al citosol para activar algún tipo de 
señalización, dependiendo del contexto celular. Imagen adaptada de Gurunget al, 2021. 

 

5.4 Vesículas extracelulares provenientes de tumores 
 

Las EV han sido asociadas con el desarrollo de enfermedades como el cáncer y la 

metástasis, de enfermedades cardiovasculares y en la regulación de hipertrofia 

miocárdica, en la obesidad, y con enfermedades neurológicas (Margolis & 

Sadovsky, 2019). Las MVs y los exosomas generados por células de un cáncer 

altamente agresivo, pueden ser transferidas a células de cáncer menos malignas y 

les provee un mecanismo potencial para estimular su crecimiento, sobrevivencia y 

migración, confiriendo un comportamiento más agresivo y promoviendo la 

expansión del tumor (Latifkar et al., 2019). 

Las EVs provenientes de tumores tienen un papel importante en las características 

del cáncer, interfiriendo con su desarrollo y con su resistencia a fármacos. Una de 

sus características es la activación de receptores RTK y su señalamiento 

proliferativo (río abajo), a tráves de vías como: MAPK/ERK, PI3K/AKT y WNT. Esta 
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activación puede ser autocrina o paracrina y provee a las células tumorales de 

ventajas proliferativas (Xavier et al., 2020). También se ha sugerido que las EV 

ayudan a formar el microambiente tumoral, diferencian a las células troncales 

mesenquimales a miofibroblastos, activan a las células endoteliales para formar 

vasos sanguíneos y reclutan a fibroblastos hacia el tumor. Todo esto resulta en la 

producción de factores de crecimiento y de proteínas de matriz extracelular, 

combinados con un alto suministro de sangre, lo que se vuelve crítico para mantener 

el crecimiento y la supervivencia de las células tumorales (Latifkar et al., 2019).  

El contenido de las EVs provenientes de cáncer puede incluir RNA no codificante 

que induce la expresión de la telomerasa en los fibroblastos y en otras clonas de 

células mutadas, permitiendo que las células troncales con un fenotipo canceroso 

adquieran inmortalidad replicativa. Además, es posible que contengan fragmentos 

mutados de DNA y oncoproteínas, que al transferirse a otras células cancerosas 

aumenta la inestabilidad genómica y genera una alta diversidad genética. Por otra 

parte, las EVs pueden contener MMPs que cuando se internalizan en las células de 

cáncer, activan el proceso de EMT; esto induce la invasión de células tumorales y 

la metástasis a órganos distantes. Al mismo tiempo las EVs provenientes de cáncer 

actúan en los tejidos distantes para aumentar la expresión de integrinas y establecer 

un “nicho” pre-metastásico (Xavier et al., 2020).  

En la siguiente tabla 3, se encuentra de una manera resumida la información 

sobre cada tipo de EV y sus efectos en el cáncer. 



Tabla 3. Características de las diferentes subpoblaciones de vesículas extracelulares y sus efectos en cáncer. 

 

 

 

 

Tipos Características Efecto en cáncer Referencia 

 

Microvesículas 

(MVs) 

 

● Diámetro relativamente 
grande entre 200 y 2000nm.  

● Generadas en la membrana 
plasmática de las células.  

● Su producción aumenta en células dañadas.  
● Generadas por cáncer altamente agresivo y pueden ser transferidas a un 

cáncer menos maligno, lo cual provee un mecanismo para estimular el 
crecimiento, supervivencia y migración. 

● Ayudan a formar el microambiente tumoral, diferencian células troncales 
mesenquimales a miofibroblastos, activan a las células endoteliales para 
formar vasos sanguíneos y reclutan fibroblastos hacia el tumor. 

 

(Margolis&S

adovsky, 

2019) 

Exosomas 

● Diámetro entre 30 -100 nm.  
● Derivadas de membranas 

plasmáticas luminales de 
cuerpos multivesiculares y 
liberadas constitutivamente a 
través de la fusión con la 
membrana celular. 

● Tienen un papel importante en el crosstalk entre el tumor primario y las 
células de tejidos distantes, conduciendo a la metástasis de órganos 
distantes.  

● Contiene factores que promueven la formación del nicho metastásico, 
mediante la reprogramación de células derivadas de la médula ósea 
(BMDCs) hacia un fenotipo pro-metastásico y pro-vasculogénico, a través 
de la regulación de la oncoproteína MET. 

● Las proteínas RAB involucradas en la secreción de exosomas son 
altamente expresadas en líneas celulares con altos niveles de secreción 
de exosomas (RABIA, RAB5B, RAB7, RAB27A). 

● La coexpresión de TYRP2 y MET en exosomas predicen la progresión de 
la enfermedad. 

(Peinado et 
al., 2012) 



5.5 Vesículas extracelulares y melanoma 
 

Las células de melanoma manipulan su microambiente para permitir el crecimiento 

y la metástasis a través de interacciones celulares directas, y mediante la liberación 

indirecta de factores solubles y EVs. Los factores solubles incluyen factores de 

crecimiento, citocinas, quimiocinas y otras moléculas (Hood, 2019). Ha sido 

demostrado que específicamente en melanoma, las EVs tienen un papel muy 

importante en la progresión del tumor y en la habilidad de aumentar la capacidad 

migratoria de las células, así como en modular la respuesta inmune y la 

angiogénesis (Bollard et al., 2020).  

La población de EVs más estudiada en melanoma son los exosomas, los cuales 

tienen una carga molecular de proteínas, RNA y DNA. En su superficie, llevan 

diferentes proteínas de membrana como las tetraspaninas CD9, CD63 y CD81, 

comúnmente denominadas "marcadores exosomales" (Hofmann et al., 2020). 

También se pueden expresar caveolina-1 y GM3 que son marcadores de balsas 

lipídicas o lipid rafts, los cuales participan en el proceso de metástasis y progresión 

del cáncer. Por último, se encuentran los antígenos de melanoma: CSPG4, Mart-1 

y Met72, que ayudan a confirmar el origen del exosoma (Hood, 2019; Surman et al., 

2019).  

Los exosomas regulan muchas funciones implicadas en la proliferación de las 

células cancerosas. En el caso de la promoción de tumorigénesis, los exosomas 

transmiten la sobre-expresión de miRNA-222. En melanoma, esta molécula de 

miRNA inhibe la expresión de los genes p27 y CDKN1B, resultando en la activación 

de la vía PI3K/AKT, transmitendo esta característica a las células receptoras. Por 

otra parte, la característica que tienen los exosomas como promotores de neo-

angiogénesis, se las otorga las moléculas inmunomoduladoras que llevan como 

cargamento, entre las cuales se encuentran IL-6, VEGF y MMPs  (Bollard et al., 

2020; Tucci et al., 2018). 

Las MMPs también participan en la invasión por parte de las células tumorales a 

tejidos saludables, ya que promueven la degradación de la ECM, permitiendo que 

dichas células crucen los vasos sanguíneos o linfáticos. Los exosomas también han 
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sido detectados en los ganglios linfáticos centinelas, en donde preparan un nicho 

pre-metastásico favorable para la llegada de las células de melanoma. Estos 

exosomas utilizan proteasas que degradan la ECM, además del TNF-a, el VEGFy 

HIF-1(Hipoxia Inducible Factor 1) (Khan et al., 2020; Tucci et al., 2018).  

Los exosomas de células de melanoma también participan en el escape de la 

respuesta inmune, ya sea de manera directa o indirecta. La modulación directa 

sucede a través de la inhibición de las células inmunitarias efectoras, como ocurre 

en respuesta a las señales inhibidoras o pro-apoptóticas relacionadas con la 

expresión de PD-L1. En cambio, la vía indirecta ocurre mediante la estimulación de 

las células regulatorias, involucrando el aumento del receptor PD-1 en la superficie 

de las células tumorales, como MSCs, lo cual restringe la activación de las células 

T (Mannavola et al., 2019).  

En la Tabla 4 se muestran los efectos asociados a los exosomas secretados por 

melanoma.  

 

 

 

 

 

 

 



Tabla 4. Exosomas secretados por células de melanoma 

 Efecto Referencia 

1 

 
● Pueden contener gran variedad de mRNAs que causan la invasión tumoral, promueven la 

metástasis y la supervivencia celular, transmiten tumorigenicidad.  
● Promueven la angiogénesis y la coagulación, por lo que. aumenta el estado de malignidad.  
● Regulan la función de las células inmunes. 

Hood, 2019 

2 

● Estimulan la proliferación de células de cáncer. 
● Son mediadoras en la activación de la EMT. 
● Inducen la formación del nicho pre-metastásico. 
● Promueven la degradación de la ECM. 
● Modulan las funciones múltiples del sistema inmune, en especial, contrarrestan la respuesta 

inmune anti-melanoma. 

Surmanet 
al., 2019 

3 

 
● Son mediadores del comportamiento de invasión, promoviendo el progreso metastásico. 
● Activan el señalamiento pro-inflamatorio y reprograman la habilidad de los fibroblastos y 

astrocitos para reclutar a las células inmunes.  
 

Lahav et 
al., 2019 

4 

 

Promueven la tumorigenicidad y   el progreso de la enfermedad. 

 

Hofmannet 
al., 2020 



Como se mencionó en el capítulo anterior, una de las moléculas que portan los 

exosomas es el TGF-β, la cual se puede encontrar dentro del exosoma o 

transportado en alguna de las proteínas de membrana como lo muestra la Figura 

13. Las biomoléculas libres como algunas citocinas pueden unir a los receptores 

presentes en la membrana de las células blanco. En el contexto del cáncer, la célula 

receptora puede ser cualquiera que se encuentre en el microambiente tumoral, en 

donde el exosoma puede también ser internalizado en la célula, por la formación de 

un endosoma. Además, se ha reportado que existen concentraciones en 

picogramos de TGF-β en la superficie de las EVs, lo cual contribuye a la 

señalización río abajo, como es la vía de activación de las SMAD (Shelke et al., 

2019). 

 

 

Figura 13. Modelo propuesto de la vía de secreción de un exosoma portador de TGF-β, a 
partir de células de melanoma. Las células de melanoma secretan exosomas, los cuales 
tienen varios tipos de proteínas de superficie. Algunas de estas proteínas son marcadores 
moleculares para poder identificar que efectivamente se trata de un exosoma y que provienen 
de melanoma. Otras proteínas, como es el caso de los proteoglicanos con heparan sulfato, 
pueden servir para portar la forma latente de la citocina TGF-β. Una vez que el exosoma es 
liberado al microambiente tumoral, puede ser endocitado por cualquier célula blanco que se 
encuentre en dicho espacio, formando un endosoma. Si en la membrana de la célula receptora 
se encuentran los receptores del TGF-β, empieza la señalización de dicha vía por medio de la 
activación de las proteínas Smad. Imagen adaptada de Shelke et al, 2019.  
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En los últimos años, los exosomas han obtenido gran interés como blancos 

terapéuticos y de diagnóstico, dada su capacidad para portar muchos de los 

moduladores biológicos de enfermedades inflamatorias, autoinmunes y cáncer. Las 

biopsias líquidas están emergiendo como una alternativa útil a las biopsias de tejido 

convencionales. Este nuevo tipo de biopsias proveen un enfoque no invasivo para 

la detección y medición en tiempo real de biomarcadores de cáncer mediante una 

extracción simple de sangre, así como su análisis en otros fluidos biológicos como 

la orina y la saliva. Por lo tanto, el aislamiento y la caracterización de las vesículas 

extracelulares son una herramienta de gran relevancia para propósitos de 

diagnóstico y pronóstico del melanoma (Khan et al., 2020; Mannavola et al., 2019). 

En el siguiente capítulo se hablará sobre algunas de estas técnicas. 
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Capítulo 6. Técnicas de aislamiento y caracterización de EV 
La liberación de las EV al espacio extracelular permite que sean recuperadas de los 

cultivos celulares o en su caso, de las muestras de biopsias líquidas. Uno de los 

mayores obstáculos para poder utilizar a los exosomas ampliamente, es la falta de 

métodos de asilamiento estandarizados.  Los procedimientos de aislamiento 

permiten que las vesículas extracelulares se concentren y sean separadas de 

agregados proteícos, lipopartículas y de detritos celulares, con diferentes 

rendimientos (van Niel et al., 2018). En este trabajo se describirán a continuación 

las técnicas de ultracentrifugación, ultrafiltración y ELISA.  

6.1 Ultracentrifugación 
 

La ultracentrifugación, también conocida como la centrifugación diferencial, es el 

método mayormente utilizado para aislar las EVs. Este acercamiento explota la 

diferencia de tamaños entre las células, las subpoblaciones de EVs y las proteínas. 

Esta técnica es el estándar de oro para el aislamiento de exosomas, que involucra 

varios pasos secuenciales de centrifugación a velocidades de centrifugado altas 

(>100,000g); no necesita que la muestra sea pre-tratada, se requiere poca 

experiencia técnica y es económicamente accesible. Dos inconvenientes de la 

centrifugación diferencial es la baja tasa de recuperación de exosomas y el largo 

tiempo de operación (aprox. 5 h) (Contreras-Naranjo et al., 2017; Doyle & Wang, 

2019; Lucchetti et al., 2019; J. Wang et al., 2021).  

En la figura 14 se muestra un protocolo para aislar EVs a partir de medios 

condicionados (MC) obtenidos de los cultivos celulares mantenidos in vitro. Este 

método consta de 5 pasos de ultracentrifugación: la primera centrifugación 

diferencial se realiza a 300xg por 10 min, para poder separar a las células presentes 

en el MC, las cuales se quedan en el pellet formado. Posteriormente, se aumenta la 

velocidad a 2,000xg por 30 min, separando el pellet que contiene las células 

muertas. La siguiente ultracentrifugación se realiza a 10,000xg por otros 30 min, con 

la finalidad de separar los debris celulares contenidos en el pellet. Es importante 

mencionar que en todos los pasos se conserva al sobrenadante. A continuación, se 

realiza el cuarto paso de centrifugación diferencial, a 100,000xg por 70 min, en 
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donde se conserva el pellet, pues contiene a las vesículas extracelulares, más 

proteínas contaminantes. Finalmente, se hace la última ultracentrifugación a las 

mismas condiciones que el paso anterior, agregando un lavado con solución salina 

de PBS (por sus siglas en inglés Phosphate-Buffer Solution), y se obtienen las EV 

aisladas (Théry et al., 2002).  

 

Figura 14. Diagrama de flujo del proceso de ultracentrifugación para purificar vesículas 
extracelulares del tipo exosomas. Este procedimiento se adaptó del protocolo de Thérryet al. 
para el laboratorio 224 NTE del IFC, en donde en el segundo paso se agregaron 20 min al 
tiempo de ultracentrifugación. Después de las tres primeras ultracentrifugaciones, los pellets se 
desechan pues contienen células vivas, células muertas y debris celulares, respectivamente. El 
sobrenadante se mantiene para los pasos subsecuentes. En los últimos dos pasos, se conserva 
el pellet que contiene a los exosomas y se desecha al sobrenadante.  
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6.2 Ultrafiltración 
 

La ultrafiltración es una de las técnicas más comunes, basadas en la separación por 

tamaño para el aislamiento de exosomas. El fundamento de esta técnica es el 

mismo que el de la filtración en membrana convencional, en donde la separación de 

las partículas se basa en el tamaño de poro de un filtro o membrana con fibras 

huecas de corte de peso molecular  (MWCO, por sus siglas en inglés molecular 

weight cut off)  de 500 kDa. Las partículas que son más grandes que el MWCO del 

filtro son retenidas y las partículas más pequeñas que el MWCO pasan a través del 

filtro. El método de ultrafiltración requiere menor tiempo para llevarse a cabo 

comparado con el método de ultracentrifugación y no requiere instrumentos 

especiales. Sin embargo, las partículas y los exosomas se pueden deformar por la 

fuerza cortante que ejerce la membrana (Doyle & Wang, 2019).  

6.3 ELISA 
 

La técnica de ELISA (por sus siglas en inglés Enzyme-Lynked Immunosorbent 

Assay) es un ensayo en el cual un anticuerpo, con afinidad específica por el 

antígeno de interés, es inmovilizado en la superficie de un microplato; en este caso 

el anticuerpo es contra un antígeno presente en la superficie de la vesícula 

extracelular. La muestra que contiene EVs, es expuesta al pozo que contiene el 

anticuerpo inmovilizado y las vesículas que contienen el antígeno son inmovilizadas 

en el microplato para promover las interacciones antígeno-anticuerpo. El contenido 

de la muestra y las EVs que no son capturadas, son lavadas y las vesículas 

inmovilizadas pueden ser detectadas utilizando otro anticuerpo marcado. Esta 

técnica aún no es tan utilizada en el ámbito clínico, ya que la muestra necesita un 

pretratamiento por ultracentrifugación o ultrafiltración (Doyle & Wang, 2019).  

Después de realizar el aislamiento por alguna de las técnicas arriba mencionadas, 

se debe proceder a la caracterización de las EV obtenidas. Actualmente, existen 

dos tipos de métodos para realizar dicha caracterización: métodos físicos y métodos 

químicos/bioquímicos. Los primeros proporcionan información acerca del tamaño 

de la partícula o la concentración. Los métodos que se describirán más adelante 
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incluyen: análisis de seguimiento de nanopartículas (NTA, por sus siglas en inglés 

Nanoparticle Tracking Analysis), citometría de flujo, dispersión dinámica de luz (DLS 

por sus siglas en inglés Dynamic Light Scattering) y microscopía electrónica de 

transmisión (TEM por sus siglas en inglés Transmission Electron Microscopy). Por 

otra parte, los métodos bioquímicos proporcionan información acerca del contenido 

de las vesículas aisladas. Algunas técnicas empleadas son Western blot y Reacción 

en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR por sus siglas en 

inglés Reverse Transcription- Polymerase Chain Reaction).   

6.4 Análisis de seguimiento de nanopartículas (NTA) 
 

Es un método basado en la habilidad de rastrear el movimiento Browniano en una 

suspensión de partículas, obteniendo como información el tamaño promedio y la 

distribución de tamaños de las vesículas extracelulares presentes en la muestra, 

incluyendo exosomas. El análisis de NTA es más adecuado para muestras 

polidispersas. Las ventajas de este método incluyen: la habilidad de medir partículas 

cuyo diámetro es de hasta 30 nm de tamaño; el ensayo es realizado en fase líquida, 

por lo cual no hay cambios en las EVs estudiadas. Además, la preparación de la 

muestra es fácil y rápida, y la medición se lleva a cabo en pocos minutos. Por último, 

las muestras pueden ser recuperadas después de que la medición haya sido 

realizada (Szatanek et al., 2017). 

6.5 Dispersión dinámica de luz (DLS) 
 

La técnica de DLS se basa en el análisis de las fluctuaciones de la intensidad de la 

dispersión de la luz por nanopartículas, después de ser iluminadas con un rayo 

láser. Las fluctuaciones son causadas por el movimiento Browniano de las 

partículas en la solución. La velocidad Browniana de las partículas está relacionada 

con el radio hidrodinámico, por lo cual se asume que todas las partículas son esferas 

y así esta técnica puede medir moléculas o nanopartículas con un radio en el rango 

de nanómetros, lo cual es suficiente para detectar exosomas. Provee una 

determinación adecuada para muestras monodispersas, pero la información se 

vuelve ambigua en el caso de muestras polidispersas (Rupert et al., 2017). 
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6.6 Citometría de flujo 
 

Es una técnica que utiliza las señales de dispersión y de fluorescencia emitidas por 

una partícula individual al ser incidida por un láser, mientras pasa a través de una 

boquilla. La citometría es una de las técnicas más utilizadas para analizar las EVs, 

pues tiene la habilidad de determinar el origen celular de cada EV. La dispersión 

frontral (FSC, por sus siglas en inglés Forward Scatter) puede ser utilizada para 

determinar la estructura y el índice de refracción de las EV, así como la dispersión 

lateral (SSC, por sus siglas en inglés Side Scatter) provee información de 

estructuras más pequeñas o sobre la granularidad de las estructuras internas 

(Rupert et al., 2017; Szatanek et al., 2017). 

La fluorescencia emitida por las vesículas marcadas con fluorocromos puede ser 

usada para determinar su tamaño, ya que la intensidad de fluorescencia es 

proporcional a su superficie. La citometría de flujo tiene varias ventajas, como un 

alto rendimiento y que permite una rápida medición de las EVs suspendidas en el 

fluido. Además, si las EVs presentan antígenos en su superficie es posible 

cuantificarlas o clasificarlas utilizando anticuerpos monoclonales conjugados con 

fluorocromos. Por otra parte, tiene la limitación de no diferenciar las cuentas de 

calibración y las EV, ya que estas emiten poca intensidad de la señal de dispersión. 

También es difícil poder detectar vesículas extracelulares pequeñas como son los 

exosomas (Rupert et al., 2017; Szatanek et al., 2017). 

6.7 Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 
 

TEM utiliza electrones en lugar de fotones para crear una imagen con resolución de 

nanómetros. Es una técnica bien establecida y útil para proveer información sobre 

el tamaño, la estructura y la forma de las EVs. La TEM no requiere que la muestra 

sea conductiva y ultradelgada, ya que pueden ser observada directamente. Sin 

embargo, las muestras deben estar fijadas y deshidratada antes de realizar la 

medición. Adicionalmente, esta técnica se realiza al vacío, por lo cual se pueden 

dañar las vesículas y afectar su tamaño y morfología (Lucchetti et al., 2019; 

Szatanek et al., 2017).  
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6.8 Western blot 
 

El principio detrás de esta técnica involucra la unión por afinidad de un antígeno 

(proteína blanco) y un anticuerpo que reconoce específicamente dicho antígeno. El 

Western blot o inmunoblot es una de las metodologías más comunes para el análisis 

de EV, dado su uso relativamente fácil, su amplia accesibilidad y su habilidad para 

detectar proteínas internas y de superficie (Doyle & Wang, 2019; Lucchetti et al., 

2019).  

Después de la desnaturalización, las proteínas son separadas por SDS-PAGE (por 

sus siglas en inglés SDS-Polyacrilamide Gel Electrophoresis) y transferidas a una 

membrana de nitrocelulosa. Los poros que se mantienen abiertos en la membrana 

son llenados con proteína de leche sin grasa y después expuestos al anticuerpo 

contra el antígeno de interés. Posteriormente, la membrana es expuesta a un 

anticuerpo secundario, el cual reconoce específicamente al anticuerpo inicial 

(primario). El segundo anticuerpo está marcado con un fluorocromo o enzimas, 

como es la peroxidasa de rábano, para poder ser detectado (Doyle & Wang, 2019).  

Sin embargo, está técnica no es tan deseable para la cuantificación de las EVs, 

debido a que la especificidad y la reproducibilidad están limitadas a la calidad del 

anticuerpo utilizado. Aunado a esto, las muestras de vesículas se deben lisar, y las 

proteínas son desnaturalizadas y reducidas durante la preparación de la muestra, 

por lo que ya no se pueden utilizar para pasos o experimentos subsecuentes (Doyle 

& Wang, 2019; Lucchetti et al., 2019).  

6.9 Reacción en cadena de la polimerasa con transciptasa inversa (RT-PCR) 
 

La RT-PCR es un método en el que una secuencia de RNA actúa como molde para 

la transcriptasa reversa, el resultado es un DNA monocatenario que sirve como 

molde para el PCR y los primers (oligonucleótidos) contra las regiones codificantes 

conocidas de mRNA, van a optimizar la reacción para analizar un transcrito de 

interés. La RT-PCR utiliza moléculas reporteras para monitorear la producción de la 

amplificación de los productos durante cada ciclo de la reacción de PCR. Este 
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método de RT-PCR de punto final cuantifica los niveles de mRNAs en muestras 

biológicas. Entre sus ventajas se encuentran: sensibilidad, amplio rango dinámico, 

potencial para un alto rendimiento, así como una detección semi-cuantitativa 

(Bachman, 2013; Bustin et al., 2005; Huggett et al., 2005).  

A continuación, se muestra la Tabla 5, en donde se resumieron los fundamentos de 

las principales técnicas de caracterización física y biológica para las EV. Se 

utilizaron los parámetros de estructura y morfología, tamaño, propiedades ópticas, 

densidad y la presencia de ciertas biomoléculas. En cada técnica se indica su 

principio de medición, así como sus principales ventajas.  



Tabla 5. Principales técnicas para la caracterización biológica y física de vesículas extracelulares 

Parámetro Técnica Principio de medición Ventajas Referencia 

 

 

 

 

 

 

 

Estructura y 
morfología 

Microscopía 
Electrónica de 

transmisión (TEM) 

 

Obtención de imágenes por 
electrones 

Diferentes variantes, las cuales proporcionan 
información biológica.  

Discriminación adecuada para diferentes tipos 
de vesículas de acuerdo con la morfología. 

La muestra no debe ser conductora ni 
ultradelgada, respecto a la Microscopía 
Electrónica de Barrido (SEM).   

Klanget al., 
2013; Lässer, 

2013; 
Pisitkunet al., 

2004 

Microscopía de Fuerza 
atómica (AFM) 

Medición de interacción entre 
la punta del cantiliver y la 

muestra 

Da información adicional de propiedades 
mecánicas y químicas. 

El equipo se puede operar en varios modos 
para obtener imágenes topográficas 
complementarias. 

Eaton & West, 
2010; Rooset 

al., 2010; 
Vorselenet al., 

2013, 2015 

Dispersión de rayos X 
en ángulo bajo (SAXS) 

Detección de la dispersión de 
rayos X en ángulos 

pequeños 

Proporciona información estructural a escala 
nanométrica. 

Bouwstraet al., 
1993; 

Castorphet al., 
2010 

 

 

 

 

Dispersión dinámica de 
luz (DLS) 

Análisis de las fluctuaciones 
de la intensidad de 

dispersión de las partículas 
en el movimiento browniano. 

Determina con precisión el tamaño de 
muestras monodispersas y se ajustan los 
datos de dispersión en el caso de muestras 
polidispersas. 

Agarwalet al., 
2015; Atayet 

al., 2011; 
Palmieriet al., 

2014; 
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Tamaño 

Petersenet al., 
2014 

Análisis de seguimiento 
de nanopartículas 

(NTA) 

Rastrea el movimiento 
browniano de las partículas 
en dispersión o en modo de 

fluorescencia 

Se puede cuantificar el número de partículas 
en solución, después de estimar el volumen de 

muestra. 

El análisis de datos es más sencillo y 
adecuado para muestras polidispersas que 

DLS. 

Dragovicet al., 
2011; 

Gardineret al., 
2013;. Pol et 

al., 2010 

Detección de pulso 
resistivo 

Mide el cambio en la 
conductancia a través de un 

poro sensor al pasar una 
partícula 

 
Laneet al., 

2015 

Citometría de flujo 

Mide la intensidad de la 
dispersión o la fluorescencia 
de las partículas iluminadas 

por un láser 

Adecuado para muestras polidispersas. 

“Fácil” manejo de muestra. 

El análisis se puede amplificar para determinar 
el contenido biológico de las VE. 

 Pol et al., 
2012; Vorauer-
Uhlet al., 2000 
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Propiedades 
ópticas 

Análisis de seguimiento 
de nanopartículas 

(NTA) 

Mide la intensidad de 
dispersión de partículas 

individuales y se correlaciona 
con el tamaño determinado 

por NTA 

 
Gardineret al., 
2014; van der 
Pol et al., 2014 

Densidad 

Densidad de gradiente 
El material flota a una 

densidad igual a la del medio 
circundante 

Separación precisa de los tipos de vesículas 
según la densidad 

Aalbertset al., 
2012; 

Hristovet al., 
2004; Théryet 

al., 2002 

Resonador de canal 
suspendido 

El cambio de la frecuencia de 
resonancia al pasar una 

vesícula es relacionado con 
la masa de la vesícula 

Se puede determinar la densidad de flotación 
de una VE de manera individual 

Grimsley & 
Nick Pace, 

2003; Olcumet 
al., 2014 

Cuantificación 

de 

biomoléculas 

Espectroscopía de luz 
Ultravioleta visible 

(UV-vis) 

Las soluciones de proteína 
se cuantifican mediante la 

absorción de luz de residuos 
aromáticos. 

 
Sedmaket al., 

1977 

Colorimetría 

Absorbancia de un complejo 
coloreado y la proteína, 
mediante una curva de 

calibración con soluciones de 
concentración conocida de la 

proteína. 

Técnica accesible, de bajo costo. 
Smith et al., 
1985; Xiaoet 
al., 2012 
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Detección selectiva utilizando marcadores biomoleculares específicos 

Parámetro Técnica Principio Ventaja Referencia 

Cuantificar y 
comparar la 
presencia de 

proteínas o RNAs 
específicos, 

asociados a las 
proteínas o RNA 
en muestras que 
contienen EVs 

 

 

Reacción en cadena de 
la polimerasa con 

transcriptasa inversa 
(RT-PCR) 

Retranscribir una hebra o 
cadena de RNA presente en 

la muestra, mediante el 
cambio cíclico de 

temperaturas y así 
determinar la expresión de 

cierta proteína secretada por 
la muestra. 

Método cualitativo y cuantitativo de alta 
sensibilidad y especificidad. 

Wieckowskiet 
al., 2009 

Western blotting 

Método más común 
para caracterizar 
proteínas en VE 

Separación de proteínas 
mediante electroforesis en 

gel y su identificación 
mediante la unión antígeno-

anticuerpo por actividad 
enzimática o fluorescencia. 

Método semicuantitativo que permite tomar 
fotografías para presentar los resultados. 

Wieckowskiet 
al., 2009 

Electroforesis en gel de 
poliacrilamida con 

dodecilsulfato sódico 
(SDS-PAGE) 

Separación de proteínas 
mediante electroforesis. 

 
Théryet al., 

2018 

Ensayo por 
inmunoabsorción 
ligado a enzimas 

(ELISA) 

El antígeno se inmoviliza y 
se detecta mediante un 

anticuerpo enlazado a una 
enzima capaz de generar un 
producto detectable (como 

color). 

Es un método cuantitativo que determina la 
cantidad exacta de analito en la muestra. 

Théryet al., 
2018 



Conclusiones	

● Las células de melanoma secretan exosomas, los cuales pueden ser 

portadores de la citocina TGF-β.  

 

● Los exosomas secretados por las células de melanoma contienen diferentes 

biomoléculas como: mRNAs, proteínas, DNA y otras moléculas, que ayudan 

a promover la metástasis, la tumorigenicidad, la supervivencia celular, la 

degradación de la matriz extracelular y pueden contrarrestar la respuesta 

inmune; todo esto causa la progresión de la enfermedad. 

 
● Las proteínas presentes en la superficie de los exosomas, portadoras de la 

citocina TGF-β pueden ser: proteoglicanos, integrinas y moléculas de 

adhesión (ICAM).  

 
● Los efectos del TGF-β dependen del contexto celular; en células cancerosas 

participa en la promoción del desarrollo de tumores, en el proceso de 

angiogénesis, en la transición al fenotipo de cáncer más agresivo y en la 

supervivencia celular. 

 
● Existen múltiples y diversos métodos para la caracterización y aislamiento de 

las vesículas extracelulares, dependiendo del parámetro que se quiera 

estudiar se escogerá la técnica. 
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