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Resumen  

El meduloblastoma es el tumor cerebral maligno más común en niños y 

constituye el 20% de los tumores cerebrales pediátricos. Se origina en el 

cerebelo, pero puede extenderse a otras partes del sistema nervioso central. 

Además de las células tumorales, el meduloblastoma está formado por 

diferentes células heterogéneas transformadas, lo que hace más complejo su 

estudio y comprensión. El desarrollo del meduloblastoma tiene lugar en un 

escenario llamado microambiente tumoral, formado de componentes celulares y 

no celulares (factores de crecimiento, citocinas, quimiocinas y vesículas 

extracelulares). La interacción de las células tumorales con otras células como 

las células endoteliales, fibroblastos, células neuroendocrinas, pericitos y células 

del sistema inmune infiltradas como los macrófagos ocurre mediante la liberación 

de diferentes moléculas solubles y de vesículas extracelulares que median la 

comunicación intercelular. Los exosomas son pequeñas vesículas (<200 nm de 

diámetro) capaces de promover la progresión del tumor. En este trabajo se 

evaluó el efecto de los exosomas provenientes de macrófagos en células de 

meduloblastoma. Se diferenciaron los macrófagos a partir de monocitos de la 

línea celular THP-1. Una vez diferenciados, se aislaron sus exosomas. 

Posteriormente, los exosomas fueron caracterizados mediante microscopía 

electrónica y western blot.  Se utilizaron diferentes concentraciones de exosomas 

10, 20 y 40 μg/ml para tratar a células de meduloblastoma provenientes de la 

línea celular DAOY y se observaron sus efectos sobre la migración y la presencia 

de la molécula de adhesión cadherina E. Observamos que las concentraciones 

de 10 y 40 μg/ml de exosomas promueven la migración de las células de 

meduloblastoma en un periodo de 48 horas. Por otro lado, la presencia de 
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cadherina E se ve alterada por el tratamiento con exosomas, por lo que podemos 

concluir que los exosomas provenientes de macrófagos promueven la migración 

de las células de meduloblastoma posiblemente por un cambio en la regulación 

de la expresión de la proteína cadherina E.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



x 
 

Abstract 

Meduloblastoma is the most common malignant brain tumor developed during 

childhood and it accounts for 20% of total pediatric brain tumors. It is originated 

in the cerebellum, but it can invade other central nervous system regions. Besides 

tumoral cells, medulloblastoma is also composed by many groups of 

heterogeneous transformed cells. Medulloblastoma development is placed in a 

physical background called tumoral microenvironment, formed by cellular and 

non-cellular components. The interaction between tumor cells with their 

surrounding cells is mediated by the secretion of several soluble factors and 

extracellular vesicles which orchestrate the intercellular communication. 

Exosomes are small vesicles (<200 nm in diameter) that promote tumor 

progression. In this project, the effect of macrophage-derived exosomes over 

meduloblastoma cells was evaluated. Macrophages were differenced after 

monocytes from the cell line THP-1. Once differentiated, exosomes were isolated. 

Then, exosomes were characterized by electron microscopy and western blot. 

Different concentrations of exosomes were used to treat medulloblastoma cells 

from the cell line DAOY and the effects on migration and presence of the 

adhesion molecule E-cadherin were determined. 

We have observed that the exosomes concentrations of 10 and 40 μg/ml 

promoted medulloblastoma cell migration in a time lapse of 48 hrs. On the other 

hand, the presence of E-cadherin was altered after exosomes treatment, 

therefore, we could conclude than macrophage-derived exosomes promote 

medulloblastoma cells migration, possibly by a change in the regulation of E-

cadherin expression.  
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1.  INTRODUCCIÓN 

1.1 Generalidades del cáncer  

El cáncer es una de las causas de muerte más comunes en todo el mundo, 

siendo un crecimiento anormal y descontrolado de células y tejido que invaden 

el organismo [1]. Cuando una célula anormal evoluciona progresivamente hasta 

un estado neoplásico adquiere una serie de características, tales como: 

autosuficiencia en las señales de crecimiento, insensibilidad a las señales de 

anti-crecimiento, evasión de la apoptosis, potencial replicativo ilimitado, 

angiogénesis sostenida, invasión tisular, metástasis, reprogramación metabólica 

y evasión del sistema inmunológico [2, 3]. 

La biología de un tumor sólo se puede entender mediante el estudio de las 

células especializadas que lo conforman [4], así como del microambiente tumoral 

(TME; por sus siglas en inglés). El microambiente tumoral se conforma por 

células tumorales, que interactúan con las células circundantes a través de los 

vasos sanguíneos del tumor, y por las células del sistema inmunológico que 

inhiben la respuesta inmunitaria antitumoral influyendo en el desarrollo y 

progresión del cáncer [5, 6]. 

1.2 Características del meduloblastoma 

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) representan la segunda  causa 

de muerte infantil  y el tumor sólido más común en niños [7]. Entre ellos se 

encuentran los gliomas y los tumores embrionarios que representan el 53% y el 

20% en niños de 0 a 14 años, respectivamente. 
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El meduloblastoma (MB) es el tumor embrionario cerebral maligno más común 

en los niños y constituye el 20% de los tumores cerebrales pediátricos [8]. Es un 

tumor neuroectodermal primitivo altamente invasivo que se origina en el 

cerebelo, pero puede extenderse a otras partes del sistema nervioso central 

(SNC) [9, 10]. Cada año se diagnostican aproximadamente 450 nuevos casos 

pediátricos con MB [8]. La mayoría ocurre en niños menores de 10 años [11]. 

El diagnóstico de MB se basa en síntomas clínicos, realización de una 

resonancia magnética del cerebro y la columna para detectar si hay metástasis 

macroscópicas, citología del líquido cefalorraquídeo para detectar metástasis 

microscópicas y un análisis histopatológico y molecular integrado [11].  

Los síntomas clínicos pueden ser vómitos, cefalea, nauseas, alteraciones 

visuales y marcha inestable o torpeza, que puede deberse a un aumento de la 

presión intracraneal relacionado con la hidrocefalia o un efecto directo del tumor 

[11]. 

Las pruebas por imagen son fundamentales para ayudar a determinar la 

ubicación y el tamaño del tumor cerebral, así como para identificar la presión o 

el bloqueo de las vías del líquido cefalorraquídeo (LCR) [11, 12].Una 

característica del meduloblastoma cuando se realizan las pruebas de imagen es 

que se observa una masa entre la línea media del vermis que tienden a estar 

bien contrastados [13]. 

La extracción del líquido cefalorraquídeo se obtiene mediante punción lumbar y 

ayuda a detectar a las células tumorales u otras anomalías [13]. 

Los pacientes con "enfermedad de riesgo promedio" se someten a una resección 

total o casi total y no tienen evidencia de diseminación en el momento del 
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diagnóstico, sin embargo los pacientes con "enfermedad de alto riesgo" tienen 

tumores que se resecan subtotalmente o tienen evidencia de diseminación [11, 

13].  

La terapia estándar para el MB incluye una resección quirúrgica para extirpar el 

tumor, acompañada de quimioterapia y, en los pacientes mayores de 3 años 

irradiación cráneo-espinal (CSI); disminuyendo la tasa de mortandad en un 80% 

en pacientes de riesgo promedio y un 60% en pacientes de alto riesgo  

combinando los tratamientos [14].  A pesar de la intervención, se ha descrito que 

los pacientes que sobreviven padecen deficiencias del desarrollo, psicosociales 

y neurológicas, debido a los efectos adversos que la radiación y la quimioterapia 

ejercen en el cerebro en desarrollo, además de tener un mayor riesgo de padecer 

cáncer por segunda vez con peores resultados [11, 15].  

1.3 Clasificación del meduloblastoma 

El MB se ha clasificado en al menos cuatro subgrupos moleculares que se 

identifican de acuerdo a las células que los originan, a su localización, su grado 

y a su edad de distribución (Fig. 1) [16, 17]. Los cuatro subgrupos son: Wnt, Shh, 

grupo 3 y grupo 4 [18]. Los grupos Shh, grupo 3 y grupo 4 surgen de células 

progenitoras cerebelares y pueden llegar a ser mortales en un 40-70% de los 

casos; mientras que, el subgrupo Wnt surge de células del labio rómbico inferior 

y tiene mejor pronóstico en comparación a los otros subgrupos [17].  

El subgrupo Wnt está caracterizado por una activación constitutiva de la 

señalización de Wnt debido a una mutación en el gen de la beta-catenina, 

CTNNB1, que normalmente están destinados a la fosforilación y es la mutación 

más frecuente en el meduloblastoma [19-21]. El meduloblastoma Wnt surge de 
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células del labio rómbico inferior, teniendo una forma histológica clásica, es decir, 

grupo de pequeñas células redondas densamente empaquetadas aunque rara 

vez también pueden presentar células grandes/anaplásicas [17, 22]. Estos 

tumores suelen estar ubicados en la línea media del cerebro y ocupando el 

cuarto ventrículo [23]. Representa el 10% de los casos, teniendo el pronóstico 

más favorable. Los tumores tipo Wnt generalmente ocurren en niños mayores de 

4 años y adolescentes, afectan tanto a hombres como mujeres [24, 25].  

El subgrupo Shh se identifica por su activación o mutación en la vía de 

señalización de Shh, dando lugar así a la nomenclatura Shh [26]. Pueden tener 

una sobreactivación del ligando Sonic hedgehog a su receptor Patched 1 

(PTCH1) o bien contener mutaciones en genes que activan o promueven la 

señalización Shh como PTCH1, SMO SUFU y amplificaciones de GLI1 y GLI2 

[19]. Este tipo de meduloblastoma surge de los precursores de las células 

granulares del cerebelo, en la capa externa granular del cerebelo e 

histológicamente las células se encuentran de forma nodular/desmoplásico, es 

decir, son células redondas con espacios libres y representa el 30% de los 

meduloblastomas [23, 24]. Los tumores de Shh se localizan en la línea media del 

cerebro en bebés o en el vermis cerebeloso en adolescentes y adultos [23],este 

es un subtipo de enfermedad menos tratable ya que mantiene a la barrera 

hematoencefálica intacta, lo que hace que este tumor sea impermeable y 

resistente a la quimioterapia [17] . 

 Los subgrupos 3 y 4 son muy heterogéneos y frecuentemente albergan 

alteraciones genéticas raras; sin embargo aún no se sabe mucho acerca de las 

vías de señalización implicadas [27]. El subgrupo 3 está caracterizado por una 

inestabilidad genómica y una alta amplificación del proto-oncogen MYC, 

https://bidi.uam.mx:3276/topics/medicine-and-dentistry/blood-brain-barrier
https://bidi.uam.mx:3276/topics/medicine-and-dentistry/blood-brain-barrier
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teniendo una supervivencia de 5 años que va entre el 39% y 58%, dependiendo 

la edad del paciente y el régimen del tratamiento [23, 26]. Es uno de los grupos 

con el peor pronóstico  debido a que el 50% de los tumores son metastásicos al 

momento de ser diagnosticados [28]. Se cree que el grupo 3 proviene de 

precursores neuronales de la capa granular externa de la región subventricular 

y presenta una histología clásica y anaplásica de células grandes. Los tumores 

del grupo 3 se localizan en la línea media del cerebelo [26]. 

Por último el subgrupo 4 es el más común de los meduloblastomas (36%), 

presentando un pronóstico intermedio, similar al del subgrupo Shh [29]. Tiene 

mutaciones genéticas comunes que incluyen la amplificación de MYCN y CDK6, 

pero se caracterizan por las deleciones encontradas en el brazo corto del 

cromosoma 17 en el 66% de los pacientes [23]. Suelen ubicarse entre la línea 

media del vermis y aunque no se ha establecido su origen definitivamente, se 

cree que estos tumores parecen tener similitudes transcripcionales con las 

células en cepillo unipolares [24]. Los pacientes con meduloblastoma del 

subgrupo 4 que se encuentran en riesgo estándar tienen una tasa de 

supervivencia que supera el 80%, mientras que los pacientes de alto riesgo 

tienen una supervivencia del 60% [20].  



6 
 

Fig.1. Características clínicas de los subgrupos moleculares de meduloblastoma. Se 

observan las características clínicas principales para determinar el tipo de meduloblastoma. 

Tomado y modificado de [24, 30].  

1.4. Microambiente Tumoral 

El TME tiene múltiples poblaciones celulares, las células tumorales están 

rodeadas de células inmunes, células estromales, células endoteliales, vasos 

sanguíneos, así como de componentes no celulares, incluyendo la matriz 

extracelular, compuesta de proteoglicanos y ácido hialurónico, y moléculas 

solubles tales como quimiocinas, citocinas, factores de crecimiento y vesículas 

extracelulares (Fig. 2 y tabla 1) [31, 32]. Las interacciones entre las células 

cancerosas y su entorno dentro del TME pueden participar o promover procesos 

como la evasión inmunitaria, angiogénesis, hipoxia e invasión que determinen la 

progresión del tumor, provocando que el tumor primario erradique o haga 

micrometástasis y así tener una mayor resistencia a los tratamientos [33, 34]. A 
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pesar de que existen estos tipos de células en los tumores cerebrales, existen 

algunas características importantes que distinguen al cerebro normal de otros 

tejidos, por ejemplo la composición de la matriz extracelular es diferente pues 

existen células únicas cómo la microglía, astrocitos y neuronas que están 

físicamente protegidas de la inflamación por la barrera hematoencefálica (BHE) 

[22, 35].  

Las células inmunitarias que se infiltran en el tumor pueden representar 

alrededor del 50% de la masa tumoral como los linfocitos T, leucocitos, 

macrófagos, células natural killer que pueden apoyar al crecimiento tumoral [36, 

37]. Los macrófagos asociados a tumores (TAMs, por sus siglas en inglés) son 

las células inmunes más abundantes del microambiente tumoral en tumores 

sólidos debido a que constituyen el 30% de la masa tumoral [35]. 

Debido al tamaño limitado de muestras de pacientes y los modelos preclínicos, 

el estado y función del microambiente relacionado con células del sistema 

inmune sigue siendo muy controvertido, debido a que existe una heterogeneidad 

del microambiente tumoral entre los diferentes subgrupos de meduloblastoma 

incluyendo todos los componentes celulares del parénquima cerebral, como las 

neuronas, los astrocitos y la microglía, que establecen una intercomunicación 

extensa con las células tumorales del meduloblastoma [26, 38]. Por ejemplo el 

subgrupo Shh muestra fuertes señales de macrófagos y células T, mientras que 

el grupo 3 y 4 está enriquecido con el mayor número de linfocitos citotóxicos y 

células endoteliales [26]. Por otro lado se ha asociado al meduloblastoma Wnt 

con una BHE que posee una vasculatura aberrante y ampliamente fenestrada 

que permite la entrada de agentes quimioterapéuticos en el cerebro, teniendo 

una mejor respuesta al tratamiento, sin embargo el meduloblastoma Shh 
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presenta una BHE intacta que lo hace ser impermeable a la quimioterapia [35, 

39].  

 Fig. 2. Ilustración esquemática de los tipos celulares en el microambiente tumoral. En el 

microambiente tumoral existen diferentes tipos celulares que están asociados al tumor, como las 

células estromales, células del sistema inmune, fibroblastos y moléculas solubles. Tomada y 

modificada de [40].  

Tabla 1. Principales componentes celulares y no celulares que participan en el 

microambiente tumoral.  

1.5. Macrófagos en el microambiente tumoral  

Los macrófagos son células del sistema inmune que juegan un papel importante 

en el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos y muchos procesos 

fisiológicos más allá de la inmunidad innata  [41]. Participan en la fagocitosis y la 

eliminación de  restos celulares, microorganismos invasores, cuerpos extraños, 
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y en la reparación y remodelación de tejidos [42].  Los macrófagos se originan 

de los precursores monocíticos derivados de la médula ósea [4, 41]. Los 

macrófagos pueden cambiar su fenotipo desde un macrófago no polarizado (M0) 

a macrófagos polarizados (M1 y M2)  en respuesta a las señales del 

microambiente, mostrando diferente expresión de citocinas, enzimas y 

marcadores de superficie celular [41, 43].  

Los macrófagos polarizados son categorizados en dos subconjuntos: los 

activados por la vía clásica, denominados M1, y los activados por la vía 

alternativa denominados M2 [44].  

Los macrófagos M1 son activados por ligandos del receptor tipo Toll (como los 

lipopolisacáridos) y el interferón-γ (IFNγ) [41]. Los macrófagos M1 expresan 

citocinas pro-inflamatorias Th1 como interleucina IL-1β, IL-12 y factor de necrosis 

tumoral α (TNF-α) y altos niveles de sintasa inducible de óxido nítrico (iNOS), 

entre otros [45]. Los macrófagos M1 tienen la función de servir como un 

componente crítico celular involucrado en la respuesta inflamatoria e inmunidad 

antitumoral [41]. Por otro lado, los macrófagos M2 expresan citocinas anti-

inflamatorias como IL-10 y TGF-β. Están involucrados en procesos como la 

cicatrización de heridas y la reparación de tejidos junto con una alta capacidad 

fagocítica [46]. Son estimulados por la IL-4, IL-13 o por el factor estimulante de 

colonias de macrófagos 1 (CSF-1). Los macrófagos M2 expresan la arginasa 1, 

el receptor de manosa CD206 y la cadena α del receptor IL-4 entre otros (Fig. 3). 

[43, 45].  

La infiltración de macrófagos en tumores sólidos se ve favorecida por la 

presencia de factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas, como la proteína 
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quimioatrayente de monocitos 1 (CCL2 ó MCP-1), y el factor estimulante de 

colonias de macrófagos (M-CSF). Los TAMs pueden constituir más del 30% de 

las células inmunes presentes en el tumor y pueden adoptar diferentes fenotipos 

funcionales, los M2 presentan una actividad pro-tumoral, por el contrario los M1 

presentan un fenotipo antitumoral [47]. Los TAMs son responsables de la 

aparición de una inflamación latente que evita que las células T y las células 

natural killer (NK) ataquen al tumor [44].  

Los TAMs son heterogéneos y pueden sufrir cambios fenotípicos basados en 

factores microambientales, como la hipoxia, y la cantidad de citocinas que se 

encuentren en el microambiente. Los TAMs con un fenotipo M1 están 

relacionados con un mejor efecto antitumoral; mientras que, los TAMs parecidos 

a M2 facilitan la progresión del tumor, promoviendo la angiogénesis, la 

proliferación celular y metástasis del tumor. Los TAMs M1 pueden también 

promover una transformación maligna al inducir una inflamación crónica [43, 46, 

48]. Los TAMs son considerados una población radiorresistente del TME, 

especialmente cuando están polarizados hacia un fenotipo parecido a M2 [47]. 

En el subgrupo de meduloblastoma shh  se ha visto que los TAMs se encuentran 

más abundantes, aunque su estado de polarización de macrófago M1 y M2 con 

su correlación en la progresión tumoral aún se sigue investigando [38]. Sin 

embargo, se ha visto que un alto reclutamiento de macrófagos M1 debido a una 

señal anormal de IFN-γ en el cerebro en desarrollo  esta correlacionado con un 

mal pronóstico en pacientes con meduloblastoma Shh [49]. 

Existen otros moduladores del microambiente tumoral que probablemente 

participan en la activación de los macrófagos, que se les denomina vesículas 

extracelulares, también conocidas como exosomas [46]. 
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Fig. 3. Principales estados de polarización de los macrófagos. Para la polarización de 

macrófagos existen múltiples señales que causan la activación en uno de los dos fenotipos. Los 

activados por la vía clásica, denominados M1, que son estimulados por patógenos intracelulares, 

citocinas (TNF y IFN-γ) y lipopolisacáridos (LPS) teniendo una función pro-infamatoria y los 

activados por la vía alternativa denominados M2 que se estimulan con citocinas como IL-10, 

TGFβ, IL-4 y tienen una función anti-inflamatoria. Tomada y modificada de [40]. 

1.6. Exosomas  

Los exosomas son vesículas extracelulares pequeñas con una membrana 

formada por una bicapa lipídica. Se originan de compartimentos endosomales 

intracelulares y su rango de tamaño ronda entre los 30 y 200 nm [50]. La fusión 

de las vesículas endocíticas primarias es el primer paso en la formación de los 

endosomas tempranos; los cuáles tienen varios cambios a medida que van 

madurando hasta convertirse en endosomas tardíos o cuerpos multivesiculares 
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(MVBs; por sus siglas en inglés) [51]. Durante este proceso, la membrana 

limitante del endosoma tardío se invagina hasta separarse para formar vesículas 

cerradas, conocidas como vesículas intraluminales (ILVs; por sus siglas en 

inglés) dentro de los MVBs. Los MVBs se fusionan con la membrana plasmática 

y así, liberan al medio extracelular a las vesículas intraluminales. Las vesículas 

liberadas se denominan exosomas (Fig. 4A) [41, 52, 53].  

Los MVBs requieren de la función del complejo de clasificación requerido para el 

transporte (ESCRT, por sus siglas en inglés) y la vía dependiente de ceramidas, 

además de la coordinación  de varias proteínas que se encuentran  incorporadas 

en la membrana invaginada listas para fusionarse nuevamente con la membrana 

celular y liberar a los exosomas hacia el espacio extracelular [54-56].  

La vía dependiente de ESCRT se subdivide en diferentes grupos; ESCRT0, 

ESCRTI, ESCRTII, ESCRTIII donde serán reclutadas hacia la membrana 

endosomal, que implica el reconocimiento de proteínas cargo ubiquitinadas lo 

que permite su reclutamiento  y la invaginación de la membrana endosomal 

tardía mediada por ESCRTI y ESCRTII [54, 57-59]. El reclutamiento de ESCRTIII 

hacia el sitio de la invaginación de la membrana ocurre a través de la unión a 

ESCRTII (debido a la proteína ALIX asociada con TSG101) y conduce a la 

desubiquitinación de las proteínas cargo, la abscisión de vesículas y, por lo tanto, 

a la generación de ILV [59]. 

Por otro lado, en la vía independiente de la activación de ESCRT la ceramida es 

clave para la formación de la membrana intravesicular de los MVBs [54, 60]. Esta 

vía requiere de la acción de distintos tipos de lípidos y tetraspaninas [61]. Las 

proteínas ALIX, sintetina, sindecanos y CD63 se acumulan en los MVBs y forman 

parte de esta vía independiente, provocando que la ubiquitinación no sea 
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necesaria [54, 61]. La liberación de los exosomas desde las células es facilitada 

por la fusión de la membrana limitante de los MVBs con la membrana plasmática, 

proceso que está regulado por las GTPasas pequeñas de la familia Rab [51, 62].  

Los exosomas no sólo reflejan la composición de la célula en la que se originan, 

sino que también reflejan un mecanismo altamente regulado. El contenido de los 

exosomas incluye una gran diversidad de macromoléculas como: receptores, 

factores de transcripción, enzimas, proteínas de matriz extracelular, proteínas 

transmembranales o citosólicas; lípidos, fragmentos de ADN y ARN (Fig. 4B) [58, 

63]. Los exosomas pueden ser liberados por cualquier tipo celular, ya sea células 

del sistema inmune como  mastocitos, células dendríticas, macrófagos, células 

natural killer, células T, células B,  células epiteliales, células tumorales células 

de tipo neural, células madre entre otras [53]. 
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Fig. 4. Biogénesis y componentes estructurales de los exosomas. A) Los exosomas son 

vesículas de origen endocítico. Después de que la membrana plasmática se invagina, forma un 

endosoma temprano que posteriormente se agrupan para formar los cuerpos multivesiculares 

(MVB), donde empieza a brotar  su membrana hacia adentro formando las vesículas 

intraluminales (ILVs). Los MVBs requieren de dos vías diferentes (la vía de ceramidas o la vía 

dependiente de ESCRT) que permiten fusionarse con la membrana plasmática y liberar a los 

exosomas hacia el espacio extracelular. B) Los exosomas contienen principalmente proteínas, 

lípidos y ácidos nucleicos, así como tetraspaninas en su superficie de membrana. Tomada  y 

modificada de [64, 65]. 

1.7. Mecanismos de comunicación intercelular mediada por exosomas. 

Los exosomas son muy importantes en la comunicación intercelular; se sabe que 

actúan mediante distintos mecanismos, ya sea por medio de la interacción del 

exosoma con algún receptor, por la endocitosis del exosoma, o por la fusión de 

la membrana del exosoma con la membrana plasmática de la célula receptora 

[53]. Los exosomas han sido explorados como un factor clave en la comunicación 

entre las células tumorales y las células del microambiente tumoral, ya que 
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pueden promover el desarrollo del tumor, la tumorigénesis, la evasión del 

sistema inmune, la angiogénesis tumoral, la resistencia a fármacos y la 

metástasis [66]. 

La transferencia de proteínas mediada por exosomas entre las células 

cancerosas y las células estromales contribuye  al mantenimiento de un entorno 

inflamatorio  para la progresión del cáncer [67]. Particularmente las vesículas 

extracelulares pueden ser usadas como biomarcadores en el diagnóstico de 

cáncer, principalmente de los cánceres pediátricos; sin embargo, poco se ha 

estudiado el efecto de las vesículas extracelulares provenientes de macrófagos 

sobre la comunicación celular heterotípica que se lleva a cabo dentro del TME 

de distintos tumores [68]. 

2. ANTECEDENTES 

Previamente se ha reportado que exosomas derivados de la línea celular D283, 

que pertenecen al grupo 3 de meduloblastoma, mejoran la capacidad de  

migración e invasión de la línea celular Daoy que pertenecen al grupo Shh; sin 

embargo, las células de D283 de meduloblastoma  tratadas con exosomas 

derivados de la línea celular DAOY se vuelven menos agresivas [69].  

Por otro lado se reportó que las líneas celulares de meduloblastoma D283MED, 

DAOY y UW288 liberan  exosomas con características físicas y químicas (como 

el tamaño, la densidad, el contenido de proteínas de choque térmico, la actividad 

de la acetilcolinesterasa y los puntos isoeléctricos extremadamente básicos) 

similares con otro tipo de tumores de cerebro. Además, se observó que los 

exosomas  provocaban un aumento en la migración de las células de 

meduloblastoma con concentraciones de 50 y 500 μg/ml. Este resultado fue de 
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manera dependiente de la dosis comparado con los exosomas provenientes del 

suero fetal bovino tomado como control positivo y por las células de 

meduloblastoma sin ningún tratamiento [70]. 

A pesar de las investigaciones recientes acerca de las funciones de los 

exosomas, aún no se conoce su papel en la comunicación entre las células de 

meduloblastoma y las células del sistema inmune. Estudios previos han  

reportado la función  de los exosomas en otros tipos de cáncer; por ejemplo, se 

ha reportado que exosomas derivados de la línea celular U251 de células de 

glioblastoma aumenta la migración e invasión de células troncales 

mesenquimales (MSC, por sus siglas en inglés). Por lo tanto, indica que los 

exosomas pueden influir en las MSC provocando que se transformen en células 

cancerosas malignas [71].  

Posteriormente otros colaboradores observaron que los exosomas derivados de 

macrófagos M2 en células de cáncer colorrectal promueven la migración e 

invasión de las mismas debido a que muestran altos niveles de expresión de 

miR-21-5p y miR-155- 5p [64]. 

En investigaciones recientes utilizaron a las líneas celulares T98 y U251 de 

glioma y las trataron con exosomas derivados de macrófagos M0, M1 y M2, 

observando que los exosomas derivados de macrófagos M2 podían promover la 

migración e invasión de las células de glioma. Una vez que obtuvieron esos 

resultados analizaron a los miRNAs que se encontraban expresados en los 

exosomas de M2. Encontraron que miR-15a y miR-92a-3p estaban regulados a 

la baja, por lo tanto decidieron transfectar esos miRNAs a los exosomas de 

macrófagos M2 y observaron que miR-15a miR-92a-3p inhibe la migración e 

invasión de células de glioma a través de la vía de señalización PI3K / AKT / 
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mTOR [72]. En otro estudio utilizando células de cáncer gástrico para observar 

el efecto de los exosomas derivados de macrófagos sobre la migración. 

Encontraron que los exosomas promovían  la migración de las células de cáncer 

gástrico in vitro e in vivo mediante la apolipoproteina E (ApoE). Esta proteína  

participa en muchas funciones como el metabolismo de lípidos, transporte de 

colesterol, reparación de tejido, regulación de la respuesta inmune y en el 

crecimiento y diferenciación celular [66]. 

En células de cáncer de colon se observó que los exosomas provenientes de 

macrófagos M2 promueven la migración e invasión, a través de una regulación 

negativa de supresores de tumores y de la subunidad del complejo remodelante 

de cromatina BRG1 (gen 1 relacionado a Braghma) [64]. BRG1 es un 

componente fundamental de diferentes complejos remodeladores  de cromatina 

conocidos como SWI/SNF, que juegan roles esenciales en una variedad de 

procesos celulares como la diferenciación, proliferación y reparación del ADN 

[73]. 

3. JUSTIFICACIÓN 

Los tumores de cerebro son el segundo cáncer pediátrico más común, afectando 

a más de 100,000 niños en el mundo. La supervivencia de los niños con cáncer 

de meduloblastoma varía según la histología y las características clínicas [16]. 

Además, los sobrevivientes de tumores cerebrales infantiles suelen tener graves 

efectos secundarios por el tratamiento actual [74]. Es por eso que existe una 

gran necesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas y la 

inmunoterapia parece ser una opción prometedora [75]. Para ello es muy 

importante entender el microambiente tumoral, ya que puede ser clave para 

diseñar inmunoterapias específicas para el meduloblastoma  
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Los tumores sólidos comprenden células tumorales, células estromales, células 

inflamatorias, vasculatura y matriz extracelular que, juntos, forman el 

microambiente del tumor. El desarrollo del tumor, metástasis y la resistencia al 

tratamiento con drogas depende de la comunicación entre las células del tumor 

y su microambiente que puede ser mediado por los exosomas. Por lo tanto, los 

exosomas son clave para la comunicación intercelular entre las células 

tumorales y las del microambiente. Sabiendo eso, es importante evaluar si la 

liberación de exosomas provenientes de macrófagos tiene un efecto sobre la 

migración de las células de meduloblastoma. 

4. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿La liberación de los exosomas provenientes de macrófagos M0 promoverá la 

migración de células de meduloblastoma mediante cambios en las moléculas de 

adhesión? 

5. HIPÓTESIS 

Sabiendo que los exosomas son clave para la comunicación entre las células 

tumorales y las células del sistema inmune, los exosomas provenientes de 

macrófagos M0 promoverán  un efecto sobre la migración de las células de 

meduloblastoma. 

6. OBJETIVO GENERAL 

Determinar el efecto de los exosomas provenientes de macrófagos M0 sobre la 

migración de células de meduloblastoma. 
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7. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1. Obtener exosomas provenientes de macrófagos M0  a partir de células 

THP1. 

2. Evaluar el efecto de los exosomas sobre la migración en células de 

meduloblastoma. 

3. Determinar el efecto de los exosomas sobre la expresión de la molécula de 

adhesión cadherina E en las células de meduloblastoma. 

8. MATERIALES Y MÉTODOS 

8.1 Líneas celulares 

8.1.1 THP1 (ATCC TIB-202) 

Se utilizó la línea celular THP-1 (ATCC® TIB-202™)  proveniente  de sangre 

periférica humana de niños de 1 año de edad con leucemia monocítica aguda. 

Se cultivaron en botellas de cultivo T75 con el medio RPMI 1640 suplementado 

con suero fetal bovino inactivado al 10%, 2 mM de L-glutamina (gibco), 1 mM de 

piruvato de sodio, penicilina (100 U/ml) y streptomicina (100 µg/ml) (gibco), se 

mantuvieron a 37°C con 5% de CO2. 

8.1.2 DAOY (ATTC HTB-186) 

Las células de la línea DAOY (ATCC® HTB-186™) son células provenientes de 

meduloblastoma desmoplásico cerebelar humano de niños de 4 años de edad. 

Se cultivaron en medio EMEM suplementado con suero fetal bovino al 10% y 2 

mM de antibiótico-antimicótico y se mantuvieron a 37°C con 5% de CO2. 
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8.1.3 Diferenciación de células THP-1 a macrófagos 

Se sembraron 6x106 células THP-1 en 5 ml de medio RPMI sin suero fetal bovino 

en botellas de cultivo T25. Para la diferenciación de las células THP-1 a 

macrófagos activados se agregó PMA (Forbol éster 12-O-tetradecanoilforbol-13-

acetato; Sigma Aldrich) al medio a una concentración de 100 ng/ml y se dejó 

incubando durante 24 hrs [76].  

8.2 Aislamiento de exosomas provenientes de la línea celular monocítica 

THP-1, células diferenciadas a macrófagos y de suero fetal bovino. 

Los exosomas fueron aislados de acuerdo a las indicaciones del fabricante del 

kit de aislamiento total de exosomas (Invitrogen, Cat. 4478359). Brevemente, se 

recolectó el sobrenadante de las células y se colocó en un tubo estéril de 15 ml. 

Se centrifugó el sobrenadante a 3 600 rpm durante 30 minutos. Al término de la 

centrifugación, el sobrenadante se recuperó en un tubo nuevo y se agregó el 

reactivo de aislamiento total de exosomas (Invitrogen, Cat. 4478359.) a una 

concentración de 500 µl/ml, se agitó vigorosamente hasta que se homogenizó 

completamente la solución y se incubó toda la noche a 4°C. 

Una vez incubado el sobrenadante con el reactivo, se procedió a centrifugarlo a 

10 300 rpm durante 1 h. Se retiró el sobrenadante y el botón de exosomas se 

resuspendió en PBS 1x y se almacenaron a -20°C. En el caso de ser analizados 

por western blot, después de obtener el pellet y resuspenderlo en PBS se agregó 

buffer de lisis y se almacenaron a -20°C hasta su uso. 
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8.2.1 Caracterización de exosomas mediante microscopía electrónica de 

transmisión 

Después de obtener los exosomas de las tres condiciones se utilizó la línea 

celular de monocitos THP-1 y del suero fetal bovino para visualizar a los 

exosomas por microscopia electrónica. Se fijaron con glutaraldehido al 2% 

durante toda la noche. Se colocaron mediante una pipeta Pasteur  en una caja 

Petri que contenía papel filtro, parafilm y las rejillas para microscopía electrónica 

de transmisión. Las muestras se dejaron secar durante un día. Una vez secado 

se colocaron los reactivos tetraóxido de osmio y ácido fosfotungstico (PTA) para 

contrastar las muestras durante toda la noche. Por último, las muestras se 

observaron en el microscopio electrónico de transmisión (modelo: Flash marca: 

Jeol).  

8.3 Western Blot 

Para la obtención de proteínas totales, los exosomas provenientes de 

macrófagos y los exosomas del suero fetal bovino se resuspendieron en buffer 

de lisis y se mantuvieron en hielo durante 10 minutos. La muestra se centrifugó 

a 12 500 rpm durante 10 minutos. Se recuperó el sobrenadante en un tubo 

nuevo. Después se obtuvo la concentración de proteínas de exosomas mediante 

espectrofotometría a 595 nm utilizando el método de Bradford. Una vez obtenida 

la concentración requerida se colocaron las muestras con buffer de carga LDS 

4X (NuPAGE 2083421) separándolas por SDS-PAGE usando geles de bis-

acrilamida al 10%. Se corrió el gel a 60 V por 20 minutos y posteriormente se 

subió el voltaje a 120 V. Posteriormente se transfirieron las proteínas a una 

membrana de PVDF (AmershamHybondTM-P) previamente activada con 

metanol y se dejó a 250 mA por 2 h. Una vez terminada la transferencia se 
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bloquearon los sitios de unión inespecíficos durante una hora a temperatura 

ambiente con leche desnatada al 8% (p/v) con TBS 1x+ Tween 20 al 0.1 % 

(TBST). Se lavó la membrana 2 veces durante 10 minutos (cada lavado) con 

TBST y se incubó con los anticuerpos primarios anti-actina (Abcam ab179467; 

1:1500) y CD63 (Abcam ab21630; 1:650) durante toda la noche a 4°C. Se retiró 

el anticuerpo primario, se lavaron con TBST y se incubó durante 2 h con el 

anticuerpo secundario (α- anti-rabbit HRP, Santa Cruz Biotechnology, Sc-2357; 

1:4000). Por último se hicieron 2 lavados con TBST y se agregó el reactivo 

luminol (Santa Cruz Biotechnology, sc-2048.) para la detección de las bandas de 

proteínas mediante un fotodocumentador. 

8.4 Ensayo de migración por estría en monocapa 

Se sembraron 5x105 células DAOY en placas de cultivo de 24 pozos y se dejaron 

estabilizar por 24 h. Una vez alcanzada una confluencia del 100% se realizó una 

estría con una punta estéril de 200 µl en cada pozo y se retiró el medio de cultivo 

para quitar las células desprendidas. Se agregó 1 ml de medio fresco DMEM con 

colchicina (10 nM) y libre de suero fetal bovino para detener la proliferación de 

las células y así asegurarse que el cierre de la estría se da por la migración de 

las células y no por la proliferación de las mismas.  

Posteriormente se añadieron los exosomas obtenidos de los macrófagos (10, 20 

y 40 µg/ml). Se documentó tomando imágenes secuenciales de la estría y se 

calculó el área sin cicatrizar empleando el programa Image J (1.50i).  
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8.5 Presencia de Cadherina E en células de meduloblastoma mediante 

Western Blot. 

Se sembraron 1x106 células de meduloblastoma en placas de cultivo de 12 pozos 

y se dejaron estabilizar por 24 h. Una vez alcanzada una confluencia del 100% 

se agregaron  los exosomas obtenidos de los macrófagos (10, 20 y 40 µg/ml), 

durante 24 horas. Posteriormente se desprendieron las células de 

meduloblastoma mecánicamente con un scrapper, agregando 60 μl de buffer de 

lisis por pozo. La extracción de proteínas y el  western blot se realizó como se 

indicó en el apartado anterior con los anticuerpos anti-actina (Abcam ab179467; 

1:1500) y anti-Cadherina E (invitrogen UG2809094; 1:1500). 

9. RESULTADOS  

9.1 Diferenciación de las células mononucleares THP-1 a macrófagos y 

obtención de exosomas derivados de macrófagos 

Se determinó que la concentración mínima a la que se obtiene el mayor 

porcentaje de diferenciación después de 24 h. Este  fue de 100 ng/ml debido a 

que las células monocíticas de la línea celular THP-1 estaban completamente 

diferenciadas a macrófagos. Esto se determinó mediante la observación del 

cambio fenotípico y morfológico de las células THP-1 que crecen en suspensión 

y tienen una morfología esférica, y cuando se diferencian a macrófagos 

presentan una morfología alargada y se adhieren a la superficie de la botella de 

cultivo (Fig. 5). 
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Fig. 5. Diferenciación de células THP-1 a macrófagos. Se observan las células THP-1  en el 

panel izquierdo sin diferenciar, mientras que en el panel derecho se observan las células THP-1 

diferenciadas a macrófagos con PMA.    

Posteriormente, mediante microscopía electrónica de transmisión se observaron 

los exosomas del suero fetal bovino (control positivo) y los exosomas de células 

de THP-1 con los contrastes de tetraóxido de osmio y PTA. Como se muestra en 

la Fig. 6 los exosomas provenientes de los macrófagos presentaron  un rango de 

diámetro de 70-180 nm, que es característico de los exosomas obtenidos de 

otras células (Fig. 6A).  

Se sabe que unas de las proteínas características de los exosomas son las 

tetraspaninas (CD9, CD63, CD81), es por eso que decidimos evaluar la 

presencia de CD63 en los exosomas de suero fetal bovino y en los exosomas de 

macrófagos (Fig. 6B), de los cuales observamos que hay presencia de la 

proteína CD63 tanto en exosomas de suero fetal bovino como en los exosomas 

de macrófagos (Exo-Mφ) lo que nos lleva a que el aislamiento de los exosomas 

se llevó acabo de manera correcta. 
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Fig. 6. Caracterización de exosomas derivado de suero fetal bovino y células Thp-1 

mediante microscopia electrónica y Western Blot de exosomas de Macrófagos (Exo-Mφ). 

A) Microscopia Electrónica de exosomas derivados de suero fetal bovino (SFB) y exosomas de 

células THP-1 con dos tipos de contrastes PTA y tetraóxido de osmio. B) Western Blot de la 

proteína CD63 en exosomas de suero fetal bovino y Exo-Mφ. 
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9.2 Los exosomas derivados de macrófagos (Exo-Mφ) promueven la 

migración de las células de meduloblastoma 

Para mostrar que los Exo-Mφ pueden aumentar la migración en células de 

meduloblastoma se realizaron ensayos de cicatrización. Los resultados indicaron 

que las concentraciones de 10 y 40 μg/ml de Exo-Mφ aumentaron 

significativamente la migración de las células DAOY en comparación con las 

células control no tratadas con exosomas (Fig.7). Esto nos indica que el efecto 

sobre la migración en las células de meduloblastoma es regulada parcialmente 

por los Exo- Mφ. 
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Fig. 7. Migración de células de meduloblastoma tratadas con diferentes concentraciones 

de Exo-Mφ durante 48 hrs. A) Imagen representativa del ensayo de migración por estría en las 

células de meduloblastoma tratadas con  Exo-Mφ durante 24 y 48 hrs (teñidas con cristal violeta). 

B) Porcentaje de cicatrización de las células DAOY tratadas con diferentes concentraciones de 

Exo-Mφ 10 ,20 y 40 μg/ml durante 48 hrs. ANOVA seguida de prueba post hoc Tukey-Kramer; 

p<0.05; n=4; *= diferencia significativa con el grupo control. Media ± desviación estándar. 

9.3 Presencia de cadherina E en células de meduloblastoma tratadas con 

diferentes concentraciones de Exo-Mφ. 

La cadherina E es una molécula que  comúnmente disminuye su expresión en 

cánceres de origen epitelial, nosotros evaluamos la expresión de esta proteína 

en las células de meduloblastoma tratadas con Exo-Mφ a diferentes 

concentraciones. Observamos que la concentración de 20 μg/ml de Exo-Mφ 

disminuye la cantidad de cadherina E (Fig. 8); sin embargo se requiere hacer 

más experimentos para corroborar la pérdida de la cadherina E. 
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Además, se agregó un grupo con colchicina para establecer que el efecto de los 

Exo-Mφ sobre la expresión de la cadherina no se ve afectada por la presencia 

de la colchicina empleada en los ensayos de migración. Este control es muy 

importante porque la colchicina inhibe la polimerización de los microtúbulos del 

huso acromático y por lo tanto impide que se dé la progresión del ciclo celular de 

metafase hacia anafase [77]. Nosotros encontramos que el efecto de los 

exosomas sobre la expresión de la cadherina-E es similar con o sin colchicina, 

por lo tanto el efecto de migración si se está dando por los Exo-Mφ (Fig. 8).  

 

Fig. 8. Presencia de Cadherina E en las células de meduloblastoma tratadas con Exo-Mφ. 

A) Se observa mediante Western Blot la presencia de cadherina E en las células DAOY tratadas 

con diferentes concentraciones de Exo-Mφ 10 ,20 y 40 μg/ml sin colchicina y con colchicina 

durante 24 horas. Cuantificación de la densidad óptica de cadherina E de células de 

meduloblastoma tratadas con diferentes concentraciones de Exo-Mφ. n=1 
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DISCUSIÓN 

Los tumores del sistema nervioso central son las neoplasias que se presentan 

con mayor frecuencia en niños, antecedidos sólo por las leucemias y los linfomas 

[78]. El meduloblastoma ocupa el 20% de los tumores primarios del SNC. A pesar 

de los tratamientos simultáneos, aproximadamente el 30% de los tipos de 

subgrupos de  meduloblastoma siguen siendo incurables. Por tal motivo es 

esencial tener una comprensión más profunda de las bases biológicas y 

celulares del meduloblastoma, principalmente el papel que juega el 

microambiente tumoral en la progresión del tumor [10, 79]. 

En el TME se ha encontrado que los macrófagos tienen una relación importante 

con los tumores [80]. El fenotipo de los macrófagos dentro del microambiente 

tumoral va a depender de la respuesta a las señales que se estén secretando, 

como los factores de crecimiento y citocinas. Dependiendo de su fenotipo los 

macrófagos pueden promover la progresión del tumor [80-82].  

En este trabajo llevamos a cabo la diferenciación de células THP1 a macrófagos 

como se ha reportado previamente en diferentes estudios [76, 83]. Obtuvimos 

exosomas con un método basado en precipitación, que consiste en agregar un 

reactivo polimérico que paraliza las moléculas de agua y expulsa partículas con 

menos solubilidad, ayudándonos a tener una gran cantidad de exosomas, 

corroborando con lo que se ha reportado en otros trabajos utilizando el mismo 

método entre otros que ya se conocían con anterioridad [84, 85]. 

Por otro lado, observamos que los Exo-Mφ aumentaron la migración de las 

células de meduloblastoma significativamente comparado con el control después 

de 48 horas. Estos hallazgos son muy relevantes, ya que muchos estudios se 



31 
 

centran en exosomas derivados de las mismas células cancerígenas; sin 

embargo, en un estudio reciente observaron que los exosomas de macrófagos 

M2 aumentan la migración de las células de glioma y aunque nuestros 

macrófagos no se encuentren polarizados obtuvimos el mismo efecto estando 

sólo diferenciados.  También se ha visto que los exosomas derivados de 

macrófagos M2 promueven la migración de células de cáncer de pulmón y éste 

aumento está relacionado con miR-501-3p que se encuentra dentro de los 

exosomas [86]. Similarmente, se ha encontrado que los exosomas derivados de 

macrófagos, principalmente aquellos que contienen el lncRNA LIFR-AS1, 

promueven la proliferación, migración e invasión de las células de osteosarcoma 

[87]. Considerando los estudios de exosomas derivados de macrófagos en otros 

tipos de cáncer nos sugiere la posibilidad de que moléculas como los miRNAs 

contenidos en los exosomas sean el mecanismo mediante el cual se esté 

llevando a cabo un aumento en la migración de las células de meduloblastoma, 

y a su vez está modificando algunas proteínas de adhesión celular  como la 

cadherina E [88]. Las uniones célula-célula mediadas por cadherinas son 

esenciales para la organización de tejidos [89]. Estas interacciones se pierden 

progresivamente en las células tumorales, lo que contribuye a un aumento de las 

tasas de proliferación y migración celular. La cadherina E es una proteína 

transmembranal encargada de mediar las interacciones homofílicas célula-célula 

[90, 91]. Evaluamos la presencia de cadherina E y encontramos que hay una 

ligera disminución en las células de meduloblastoma tratadas con Exo-Mφ en la 

concentración de 20 μg/ml. Se ha identificado que los exosomas que provienen 

de células de cáncer de pulmón contenían más cadherina E y promovían mayor 

capacidad de migración e invasión en diferentes tipos de líneas celulares de 
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cáncer de pulmón [92]. A pesar de tener una amplia investigación acerca de un 

aumento en la migración celular mediada por los exosomas derivados de 

macrófagos ya sea sólo diferenciados o polarizados, pocos lo han relacionado 

con la modificación en la proteína cadherina E por lo que este trabajo aporta un 

acercamiento importante.  

CONCLUSIÓN 

Se diferenciaron las células THP-1 a macrófagos correctamente mostrando una 

morfología alargada y volviéndose adherentes por lo que la concentración de 

100 ng/ml de PMA se considera la más efectiva. 

Se aislaron exosomas de macrófagos diferenciados correctamente debido al 

tamaño y marcadores característicos de los exosomas. 

Los Exo-Mφ promueven la migración de las células de meduloblastoma 

posiblemente a través de la regulación de la expresión de moléculas de adhesión 

como la cadherina E en células de la línea DAOY de meduloblastoma. 

PERSPECTIVAS 

Debido a que los resultados obtenidos  para la proteína  cadherina E no son 

suficientes para determinar si se encontraba disminuida, se realizarán más 

repeticiones para la molécula de adhesión de cadherina E a las 24 y 48 horas 

tratadas con Exo-Mφ. 

Ahora que sabemos que los exosomas aumentan la migración en las células de 

meduloblastoma, profundizaremos en el contenido de los exosomas (miRNAs y 

proteínas) y los posibles mecanismos que pudieran estar participando en la 

regulación de la migración en las células de meduloblastoma.  
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