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Resumen.  

Introducción. Las células madre del tumor mamario triple negativo (CSC-TMTN) 

producen secretomas cuyas nanopartículas pueden ser biomarcadores, pero no 

se conoce su frecuencia y concentración en líneas celulares. Materiales y 

Métodos. La concentración y frecuencia de nanopartículas del secretoma de 

CSC de las líneas MDA -MB-231 y MDA-MB-436 del TMTN, se determinó 

mediante la técnica TPRS usando el sistema qNano, previamente se concentró 

mediante filtros de centrífuga Amicon™ (Sigma-Aldrich®, MO, USA) Ultra-15 

Centrifugal Filter con un corte de peso molecular de 30kDa. Resultados. La 

mayor frecuencia de nanopartículas se encuentra en el rango de 0-200 nm para 

las CSC-MDA-MB-436, en tanto que para las CSC-MDA-MB-231 se encuentran 

entre 201-500 nm. La concentración fue mayor en las células madre del cáncer 

y su respectiva línea de origen MDA-MB-436.  Conclusiones. Hay diferencias en 

frecuencia y concentración de nanopartículas del secretoma de las CSC, lo que 

permitirá estudios diferenciales para buscar biomarcadores. 

 

Abstract. Background/Aim. Triple-negative breast tumor stem cells (TNBC-

SSCs) produce secretomes whose nanoparticles may be biomarkers, but their 

frequency and concentration in cell lines is unknown. Materials and Methods. The 

concentration and frequency of CSC secretome nanoparticles from TMTN MDA 

-MB-231 and MDA-MB-436 lines was determined by TPRS technique using 

qNano system, previously concentrated by Amicon™ (Sigma-Aldrich®, MO, 

USA) Ultra-15 Centrifugal Filter with a molecular weight cut-off of 30kDa. Results. 

The highest frequency of nanoparticles is in the range of 0-200 nm for CSC-MDA-

MB-436, while for CSC-MDA-MB-231 they are between 201-500 nm. The 

concentration was higher in cancer stem cells and their respective line of origin 

MDA-MB-436.  Conclusions. There are differences in frequency and 

concentration of nanoparticles in the secretome of CSCs, which will allow 

differential studies to search for biomarkers. 

 

 



 

 

 

 

INTRODUCCIÓN 

El cáncer de mama triple negativo (TNBC) constituye el subtipo molecular más 

agresivo entre los tumores de mama [1]. No hay estrategias de tratamiento 

específicas para este subgrupo de tumores, por lo que el TNBC se maneja con 

terapias convencionales, lo que a menudo conduce a una recaída sistémica [2]. 

En tanto que las evidencias actuales sugieren que las células madre del cáncer 

(CSC) son un objetivo clave para la terapia clínica del cáncer de mama, con el 

fin de superar la resistencia y la recurrencia, mientras que los hallazgos 

relacionados con los marcadores y la red de señalización hacen que esté bien 

fundamentado el desarrollo de modalidades de terapia dirigidas a las células 

madre del cáncer de mama en general (BCSC) [3], así mismo, se  admite que es 

una estrategia prometedora para el  tratamiento del TNBC [4], pero es necesario 

también estudiar las vesículas extracelulares para comprender su exacto rol en 

el nicho inductor del cáncer y el microambiente tumoral [5] . 

 

Por otro lado, el secretoma es definido como el conjunto global de proteínas 

secretadas al espacio extracelular por una célula, un tejido, un órgano o un 

organismo en un momento y unas condiciones determinadas a través de 

mecanismos de secreción conocidos y desconocidos en los que intervienen 

orgánulos de secreción constitutivos y regulados [6]. 

 

Mientras que las células tumorales regulan su progresión no sólo por factores de 

sus cuerpos celulares sino también por el secretoma que producen y secretan, 

el cual altera significativamente el destino de las propias células tumorales y de 

las células circundantes, tanto células cancerosas y no cancerosas. Sin 

embargo, múltiples evidencias emergentes sugieren que el secretoma de las 

células tumorales también puede ser supresor del tumor en respuesta a la 

señalización paracrina y endocrina [7].  

 

En este conjunto de proteínas del secretoma puede encontrarse moléculas que 

pueden ser biomarcadores del cáncer, los cuales son sustancias químicas,  

metabolitos o el producto de una interacción entre una sustancia química y 



 

 

alguna molécula o célula objetivo que se mide en el cuerpo [8], que se acepta 

como un parámetro cuantificable, tal como, moléculas, mutaciones o procesos 

biológicos que son indicadores de diagnóstico, de un tipo de desregulación 

molecular  o de progresión de un determinado tipo de cáncer [9]. 

 

En el secretoma se encuentran las vesículas extracelulares (VEs), las cuales  

son partículas de tamaño nanométrico, que pueden agruparse en: (a) exosomas, 

con diámetros entre 30 y 200 nm, se forman por la gemación interna de cuerpos 

multivesiculares, que se fusionan con la membrana plasmática para ser liberados 

al medio extracelular,  (b) microvesículas, también denominadas ectosomas con 

diámetros que van de 50 a 1000 nm, y brotan directamente de la membrana 

plasmática, y, (c) cuerpos apoptóticos que tienen un tamaño de entre 500 y 2000 

nm y están formados por fragmentos de células muertas o moribundas. Las 

exploraciones de valor terapéutico se centran actualmente en los exosomas y 

las microvesículas [10].  

 

Las VEs son liberadas por diferentes tipos de células y tienen la capacidad de 

transportar ciertas cargas, como ácidos nucleicos, proteínas y lípidos, que han 

sido reconocidas como un mediador vital en la comunicación entre células, se 

consideran uno de los vehículos más eficaces de información entre las células.  

Por ello, varios estudios han llevado a reconocer las VE asociadas a células 

madre como nuevos complejos capaces de contribuir a la determinación del 

destino celular de las células normales o tumorales destacándose un papel 

bidireccional de la comunicación mediada por VE, de las células madre 

cancerosas al microambiente y también del microambiente a las células madre 

cancerosas [11]. Se ha planteado que la plena comprensión de las funciones de 

las EVs derivadas de las CSCs en el desarrollo tumoral proporcionará 

definitivamente nuevas ideas para las estrategias terapéuticas basadas en las 

CSCs [12]. 

 

Los secretomas son derivados de células y comprenden ingredientes bioactivos 

pleiotrópicos, Existen estudios previos que resaltan características como tamaño 

y concentración [ 13 ] sin embargo, su propia naturaleza representa un obstáculo 

importante para la eficacia reproducible que garantice una elevada consistencia 



 

 

entre lotes y aún no están bien establecidos los parámetros de control de calidad 

[14]. 

 

Con estas consideraciones, se justifica la importancia de conocer el tamaño de 

las partículas en el secretoma para que los resultados de futuros trabajos tengan 

consistencia y puedan ser comparables entre muestras de estudio [15], así como 

en estudios donde se buscan biomarcadores del cáncer mediante ensayos que 

sean contrastables [16]. 

 

Este estudio pretende que sus resultados ayuden a sentar las bases para 

incorporar como parámetros de control de calidad y estandarización, la 

concentración y el tamaño de las nanopartículas presentes en la producción de 

secretoma de células madre del cáncer de mama triple negativo, con el fin de 

realizar futuros ensayos en búsqueda de biomarcadores de las células madre 

del cáncer mamario triple negativo. 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Células 

En este estudio se trabajó con las líneas celulares MDA-MB-436 (ATCC® HTB-

130™) y MDA -MB 231 (ATCC® HTB 26™), ambas líneas celulares de tumor 

mamario triple negativo humano del subtipo transcripcional de claudina baja 

(ATCC. USA) [17]. Como células control negativo se utilizó la línea MCF-7 de 

cáncer mamario no triple negativo (ATCC). Se mantuvieron y fueron expandidas 

en medio de cultivo DMEM-F-12 (Sigma) complementado con 4,5% de glucosa, 

4 mM de L-glutamina, 1% de antibióticos (Merck-Millipore), 1% de aminoácidos 

esenciales (MEM, Sigma) y 10% de suero fetal bovino. La diferencia entre los 

cultivos celulares fue que las células MDA-MB-436 además se complementaron 

con 0,01 mg/ml de insulina (Sigma) y 16 mcg/ml de glutatión (Sigma).  

 

 

 

 

 



 

 

 

Inmunoselección de células 

 

El protocolo utilizado en este trabajo estableció dos etapas de selección 

inmunomagnética de células utilizando el separador magnético MiniMACS 

(Miltenyi Biotec), conforme a lo descrito en un trabajo previo [18], que en 

resumen consistió en que tras alcanzar el 70% de confluencia celular, las células 

se desprendieron con 0,025% de tripsina, se centrifugaron a 300g y se 

concentraron hasta un total de 107 células. A continuación, se etiquetaron con 

los anticuerpos CD24-biotina y CD44-MACS MicroBeads (Miltenyi) para marcar 

las células objetivo. 

 

La primera etapa fue la selección negativa para obtener una población de células 

CD24- utilizando una columna LD (Miltenyi). Luego, las células de la población 

CD24- fueron sometidas a una selección positiva mediante el paso por columnas 

LS (Miltenyi) para la captura magnética de células con un fenotipo CD44+, 

obteniendo así una población de células con el fenotipo CD44+/CD24-, que se 

corroboró mediante citometría de flujo, como se describe a continuación. Las 

células con este fenotipo se sembraron en frascos de 175 cm2 (SPL Life 

Sciences Co., Ltd., Corea) y se expandieron en una incubadora (Nuve 

Incubadora, EC 160, Turquía) a 37o C, 5% de CO2 y 90% de humedad antes de 

ser criocongeladas a -1700 C en nitrógeno líquido. 

 

Medio Condicionado (MC) 

 

El medio condicionado fue obtenido de las líneas planteadas e 

inmunoseleccionadas (CSC), considerando 3 aislados por cada tipo de células 

puestas en Flask 175 (Falcon). Luego que estas células alcanzaron 80% de 

confluencia como mínimo, se cambió este medio de cultivo por otro sin suero 

fetal bovino por un tiempo de 48 horas, posterior a ello, fue retirado y centrifugado 

a 1,500 rpm durante 5 minutos, del cual se retiran con pellet restos celulares. El 

sobrenadante, medio condicionado, es congelado a -80oC.  

 

 



 

 

 

Aislamiento del secretoma 

Posteriormente se descongeló el sobrenadante del MC siguiendo el protocolo 

descrito por el fabricante. Una vez filtradas, estas se concentraron utilizando 

filtros de centrífuga Amicon™ (Sigma-Aldrich®, MO, USA) Ultra-15 Centrifugal 

Filter con un corte de peso molecular de 30kDa, y se centrifugaron a 5000 g por 

30 minutos según indicación del fabricante. El material concentrado se separó 

manualmente en microtubos estériles para luego ser separados en diferentes 

disoluciones para proceder a analizar cuantitativamente sus partículas   

. 

Análisis de Nanopartículas del secretoma 

Se realizaron lecturas mediante la técnica Tunable Resistive Pulse Sensing 

(TPRS) por medio del equipo qNano (Izon Science) para las muestras de 

secretoma de las líneas celulares de Tumor Mamario Triple Negativo MDA-MB-

231 y MDA-MB-436 y de las células inmunoseleccionadas con el inmunofenotipo 

CD44+/CD24-.  

La medición altamente exacta de las propiedades fisicoquímicas de las nano 

partículas como su tamaño y concentración, se realizaron mediante la técnica 

TRPS usando el equipo qNano (Izon Science), aplicando el protocolo que 

establece el fabricante del equipo qNano y del Software Control Suite (Izon 

Science). El qNano actúa basándose en el principio de Coulter, donde existen 

dos celdas fluidas que contienen la muestra a analizar (celda superior) y el 

electrolito (celda inferior), las cuales están separadas por una membrana aislante 

(el nano poro). Cuando las partículas pasan a través del poro, al tener una mayor 

resistencia que el electrolito, reducen momentáneamente la corriente que pasa 

a través del poro, se genera lo que llamamos un bloqueo, el cual no es más que 

el pulso resistivo, el cual nos da el volumen de la partícula agrupando los datos 

de su magnitud y duración de cada bloqueo. Por otro lado, cuantas veces se 

generen estos bloqueos, ó sea su frecuencia, nos dará su concentración. Para 

lograr ello, se aplica una determinada presión. Es decir, la frecuencia de 

bloqueos se gradúa linealmente con la presión aplicada, lo que nos da en 

términos técnicos una concentración de dispersión, el cual se puede observar 

como la concentración de partículas mediante el software Izon Suite. 



 

 

 

Dada las amplias posibilidades de proteínas dentro del secretoma analizado, se 

comprende la existencia de múltiples compuestos bioactivos pleiotrópicos, por lo 

cual, se usó de filtrado informático por el software Izon Control Suite, donde se 

pudo separar cuantitativamente la concentración de partículas en tres diferentes 

grupos, los cuales fueron clasificados en partículas pequeñas, medianas y 

grandes ( 0-200; 201-500; >500 respectivamente); con el fin de poder establecer 

diferencias y contrastarlas entre sí.  

Análisis Estadístico  

Los resultados generales se observan mediante histogramas y el sistema indica 

las SD para cada lectura. Los gráficos informáticos fueron procesados en Excel 

(Microsoft)  

 

RESULTADOS 

 

Análisis de nanopartículas del secretoma 

Se obtuvo la unión de tres medios condicionados para cada CSC y células 

tumorales de cada línea celular, previo al aislamiento de su respectivo 

secretoma. Empleando el equipo qNano(Izon) y la tecnología TPRS, se 

realizaron 5 lecturas, con aplicación de dos presiones (P) diferentes para ambos 

secretomas de células tumorales y del inmunofenotipo CD44+/CD24- (CSC) de 

las líneas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-436.  

 

Los datos obtenidos en estas múltiples lecturas de su secretoma, no variaron en 

resultados, por lo cual se procedió a analizar cuantitavamente la lectura con los 

resultados más intermedios entre todas las lecturas de cada secretoma para 

ambas líneas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-436, tanto sus células 

tumorales y del inmunofenotipo CD44+/CD24- (CSC).  

 

Todas las lecturas de las muestras llegaron a un conteo de 500 partículas como 

mínimo según lo recomendado por el proveedor del qNano, con el fin de obtener 

una data estadísticamente aceptable para determinar la concentración y tamaño.  



 

 

 

Dada las amplias posibilidades de proteínas dentro del secretoma y en 

consecuencia de múltiples compuestos bioactivos pleiotrópicos, se decidió hacer 

uso del filtrado informático mediado por el software Izon Control Suite, donde se 

pudo separar cuantitativamente las partículas en tres diferentes grupos, cuales 

fueron clasificados en partículas pequeñas, medianas y grandes (0-200; 201-

500; >500 respectivamente); con el fin de poder establecer diferencias y 

contrastarlo con la literatura actual sobre  nomenclatura de acuerdo al tamaño 

de estas.  

 

Nanopartículas de líneas celulares del cáncer mamario triple negativo 

 

Línea celular  L-MDA-MB-231 

Para promedio del análisis del secretoma de esta muestra de la línea MDA-MB-

23, se obtuvo una concentración total de partículas/mL de 3.26 x 107, con un 

diámetro medio 230 nm y una moda de 198 nm. Detalles analíticos en la Figura 

1. 

 

 

Figura 1. Histograma del análisis de partículas para L-MDA-MB-231. Para la 

lectura con presión de 5 mbar se tiene una media de 226 nm (SD 46.6), con un 

diámetro mínimo de 168 nm y un máximo de 499nm. Para la lectura con presión 

de 10 mbar se tiene una media de 234 nm (SD 52.9), con un diámetro mínimo 

de 169 nm y un máximo de 558nm.   



 

 

 

Línea celular L-MDA-MB-436 

 

Para promedio del análisis del secretoma de esta muestra de la línea MDA-MB-

436, se obtuvo una concentración total de partículas/mL de 1.29 x 108, con un 

diámetro medio 258 nm y una moda de 213nm. Detalles analíticos en la Figura 

2. 

 

 

                                                            

Figura 2. Histograma del análisis de partículas para L-MDA-MB-436. Para la 

lectura con presión de 6 mbar se tiene una media de 239 nm (SD 60.5), con un 

diámetro mínimo de 156 nm y un máximo de 607 nm. Para la lectura con presión 

de 9 mbar se tiene una media de 277 nm (SD 98.8), con un diámetro mínimo de 

159 nm y un máximo de 800 nm. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Nanopartículas del secretoma de células con inmunofenotipo CD44+/CD24- 

(CSC) 

 

Línea celular CSC-MDA-MB-231 (fenotipo CD44+/CD24-) 

Para el promedio del secretoma de las CSC de la línea MDA-MB-231, se obtuvo 

una concentración total de partículas/mL de 1.3 x1010, con un diámetro medio 

250 nm y una moda de 220 nm. Detalles analíticos en la Figura 3. 

 

 

 

Figura 3. Histograma del análisis de partículas para CSC-MDA-MB-231(fenotipo 

CD44+/CD24-). Para la lectura con presión de 6 mbar se tiene una media de 250 

nm (SD 43.5), con un diámetro mínimo de 186 nm y un máximo de 523 nm. Para 

la lectura con presión de 9 mbar se tiene una media de 250 nm (SD 41.3), con 

un diámetro mínimo de 188 nm y un máximo de 473 nm  

 

 

Línea celular CSC-MDA-MB-436 (fenotipo CD44+/CD24-) 

 

Para el promedio del secretoma de las CSC de la línea MDA-MB-436, se obtuvo 

una concentración total de partículas/mL de 2.71 x108, con un diámetro medio 

183 nm y una moda de 140 nm. Detalles analíticos en la Figura 4. 

 

 



 

 

 

  

Figura 4. Histograma del análisis de partículas para CSC-MDA-MB-436 (fenotipo 

CD44+/CD24-). Para la lectura con presión de 6 mbar se tiene una media de 176 

nm (SD 76.9), con un diámetro mínimo de 110 nm y un máximo de 739 nm. Para 

la lectura con presión de 9 mbar se tiene una media de 190 nm (SD 87.4), con 

un diámetro mínimo de 109 nm y un máximo de 900 nm. 

 

Diferencias entre líneas celulares y las CSC de inmunofenotipo 

CD44+/CD24-    

Se realizaron análisis diferenciados de tipo cuantitativo de acuerdo a la 

concentración de partículas con respecto al rango de tamaño para cada línea 

celular y las CSC. Esto se obtuvo mediante al software Izon Control Suite, 

logrando separar en tres grupos diferentes todas las partículas obtenidas del 

secretoma de las líneas celulares mencionadas. Estos grupos fueron 

caracterizados de 0 a 200 nm (pequeños); 201- 500 nm (mediano) y mayores de 

501 nm.  (grandes). 

Los resultados de este trabajo evidenciaron que no hay diferencias significativas 

en cuanto al tamaño entre las nano partículas del secretoma de células y del 

secretoma de sus CSC. (Tabla 1 y 2) 

 

 



 

 

 

 

Tabla 1: Diferencias del diámetro mínimo y máximo para lecturas del secretoma 
de células tumorales y CSC (fenotipo CD44+/CD24-) de la línea celular MDA-
MB-231.  

 

 

Tabla 2: Diferencias del diámetro mínimo y máximo para lecturas del secretoma 
de células tumorales y CSC (fenotipo CD44+/CD24-) de la línea celular MDA-
MB-436.  

 

Sin embargo, sí se observa notables diferencias entre la concentración de nano 

partículas del secretoma de líneas de células de cáncer de mama triple negativo 

(L-TNBC), y entre el de las CSC, para ello se realizaron análisis diferenciados de 

tipo cuantitativo de acuerdo al diámetro y la concentración de partículas con 

respecto al rango de tamaño para cada muestra de cada línea celular. 

 

Con respecto a la línea celular L-MDA-MB-231, se determinó que la mayor 

frecuencia de partículas, para ambos análisis de las muestras de secretoma, se 

encontraba en el rango de 201 a 500 nm (L-MDA-MB-231:75%; CSC:  97%). 

Mientras que, se demostró una mayor concentración de nano partículas en el 

secretoma de las CSC (L-MDA-MB-231 32 millones/ml; CSC:  13000 millones/ml 

(Figura 5). 

 

P5 P10 P6 P9

MÍNIMO 168 169 186 188

MÁXIMO 499 558 523 473

TAMAÑO DE 

PARTICULAS   EN  

 NANOMETROS

CARACTERISTICAS L-MDA-MB-231 CSC-MDA-MB-231

LINEA CELULAR MDA-MB-231

P6 P9 P6 P9

MÍNIMO 156 159 110 109

MÁXIMO 607 800 739 900

CARACTERISTICAS L-MDA-MB-436 CSC-MDA-MB-436

LINEA CELULAR MDA-MB-436

TAMAÑO DE 

PARTICULAS   EN  

 NANOMETROS



 

 

 

 

 

Figura 5.  Diferencias entre secretoma de L-MDA-MB-231 versus CSC-MDA-MB-

231. A) Porcentajes de partículas diferenciados por su concentración de acuerdo 

al rango de tamaño. B) Comparativa de frecuencia de partículas por rango de 

tamaño entre el secretoma de las L-MDA-MB-231 y sus CSC. C) Diferencia de 

hallazgos en la concentración total de partículas entre el secretoma de las células 

de L-MDA-MB.231 versus sus CSC. 

 

Por otro lado, las partículas del secretoma de las L-MDA-MB-436, tuvieron una 

mayor frecuencia en el rango de 201 a 500 nm (77%), mientras que las partículas 

del secretoma de sus CSC, tuvieron la mayor frecuencia en el rango de 0 a 200 

nm (65%). Sin embargo, la concentración de partículas es mayor en el secretoma 

de las cancer stem cells. (L-MDA-MB-436: 129 millones/ml; CSC:  271 

millones/ml) (Figura 6) 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

Figura 6. Diferencias entre secretoma de células L-MDA-MB-436 versus CSC-

MDA-MB-436. A) Porcentajes de partículas diferenciados por su concentración 

de acuerdo al rango de tamaño. B) Comparativa de frecuencia de partículas por 

rango de tamaño entre el secretoma de ambas células. C) Diferencia en la 

concentración total de partículas entre el secretoma de las células L-MDA-MB-

436 versus CSC-MDA-MB-436.  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

DISCUSIÓN 

En este trabajo se da a conocer que se han aislado nanopartículas del secretoma 

de células madre del cáncer con inmunofenotipo CD44+/CD24- de dos líneas de 

tumor mamario triple negativo (TMTN) denominadas MDA-MB-231 y MDA-MB-

436. Sin embargo, en estudios previos se ha demostrado que existe una amplia 

variabilidad de tipos de nanopartículas en el tipo de cada muestra estudiada [18], 

y son designadas en conjunto como vesículas extracelulares (VE) [19].  

Por lo que mediante la técnica TPRS y empleando el sistema qNano[20] 

determinamos el tamaño y cantidad de las nanopartículas del secretoma de las 

CSC distribuyéndolas en 3 grupos de 0-200 nm (contiene vesículas pequeñas), 

de 201-500 nm (contiene vesículas medianas) y más de 501 nm (contiene 

vesículas grandes), en base a una propuesta de la ISEV [14,21,22], 

determinamos en qué grupo había mayor número de nanopartículas.  En este 

contexto, nuestro estudio demuestra que en el secretoma  de las células 

estudiadas la mayor frecuencia de partículas en la línea MDA-MB-231 se 

encontraba en el rango de 201-500nm (L-TNBC:75%; CSC:97%), contrastándolo 

con la nomenclatura, se asociarían por tamaño a ectosomas o vesículas 

medianas, en tanto que en el secretoma de la línea MDA-MB-436 la mayor 

frecuencia de partículas se encontraba en el rango de 201-500nm (L-TNBC:77%) 

similar a la anterior línea celular, pero a diferencia de la línea MDA-MB-231, en 

esta línea las CSC tuvieron mayor frecuencia (65%) en el rango 0-200nm rango 

que, contrastándolo con la nomenclatura, se asociarían por tamaño a  exosomas 

o vesículas pequeñas.   

Por otro lado, también había diferencias en la concentración de partículas entre 

la línea celular y sus CSC, así encontramos que las CSC-MDA-MB-231 contenía 

una mayor concentración de nanopartículas (1.3 x1010) que la línea L-MDA-MB-

231 (1.3 x 107). En tanto que las CSC-MDA-MB-436, al igual que la anterior línea 

tenía mayor concentración (2.7x108) que la línea L-MDA-MB-436 (1.3 x 108). Por 

lo que establecimos que en este trabajo la línea MDA-MB-436 y sus respectivas 

CSC tenían mayor concentración de nanopartículas que la línea CSC-MDA-MB-



 

 

231 y sus respectivas CSC. Así mismo las CSC tienen mayor concentración de 

nanopartículas que las líneas celulares de las que proceden, en las dos líneas 

celulares estudiadas en este trabajo, a pesar de que todas fueron tratadas con 

el mismo protocolo de cultivo celular y la producción de su medio condicionado. 

Esto podría explicarse por el estrés celular al proceso de la criopreservación 

como se ha demostrado en otros estudios [12], o a diferencias inherentes a su 

propia biología [23], relevando el hecho de que este trabajo demostró mayor 

frecuencia y concentración de nanopartículas por parte de las CSC con 

inmunofenotipo CD44+/CD24- y son células intratumorales asociadas a la 

quimioresistencia y metástasis, cualidades que exigen alta capacidad migratoria 

y de crecimiento poblacional [24,25].   

Estas cualidades cuantitativas de las nanopartículas del secretoma de las CSC 

podría explicar el alto grado de comunicación intercelular [26] y la capacidad de 

alterar el microambiente tumoral regulando así el crecimiento de las células 

circundantes [1].  También hay evidencias en una línea celular altamente 

invasiva y metastásica, que ciertas subpoblaciones de nano partículas del 

secretoma celular tienen una mayor probabilidad de desencadenar este tipo de 

actividades pro tumorales [27], lo cual, justifica la importancia de identificar los 

rangos de tamaño donde se observe la mayor presencia de estas partículas. 

Todo esto plantea la necesidad de identificar cuantitativa y cualitativamente 

nanopartículas de estas subpoblaciones celulares como son las CSC, para 

avanzar en el conocimiento de   la patogénesis del cáncer de mama triple 

negativo [11,28,29].  

Los datos que reportamos aquí, no han sido aún descritos por trabajos previos y 

podemos afirmar su importancia para futuros trabajos que busquen 

biomarcadores de este tipo de células en el cáncer mamario triple negativo, así 

como para estudios básicos de la biología celular de las CSC en general, pues 

las diferencias en el tamaño, frecuencias y concentración de nanopartículas 

contenidas dentro de sus secretomas, permitirán explorar nuevas explicaciones 

para sus diferentes comportamientos biológicos,  clínicos y carcinogénicos. Sin 

embargo, se recomienda integrar métodos cualitativos para identificar la 

naturaleza de las subpoblaciones de nanopartoculas. [30]. No obstante, en 

general, los valores cuantitativos obtenidos en este estudio, son comparables  



 

 

con la nomenclatura actual para el estudio de nano partículas en diferentes 

fluidos biológicos como el cultivo celular [2,20,31]. 

En cuanto al método de aislamiento del secretoma utilizado en este estudio, 

basado en el uso de filtros centrífugos Amikon, demostró una amplia distribución 

en cuanto al tamaño, para las nano partículas obtenidas según la desviación 

estándar de sus resultados, proporcionando una mayor recuperación de nano 

partículas en comparación con otros métodos de aislamiento, lo cual permite 

cuantificar la amplia variabilidad de tamaños de nano partículas del secretoma 

[15]. Actualmente, son considerados como métodos de recuperación y 

especificidad intermedias, ya que recuperan una mayor cantidad de nano 

partículas del secretoma, junto con cierta cantidad de proteína [21], las cuales 

pueden ser limitadas con el uso de un filtrado previo como se realizó en este 

trabajo. 

En este contexto, a pesar de ser aceptados para el aislamiento de nano 

partículas, es recomendable combinarlos con otros métodos de recuperación 

[21], por lo cual, es necesario mejores estudios que combinen técnicas de 

recuperación como la nuestra, con otras más selectivas como la cromatografía 

por exclusión de tamaño, la cual puede reducir la desviación estándar con 

respecto a los resultados en el tamaño de las nano partículas al ser un método 

más excluyente [9] y, en futuros estudios, al agregar técnicas cualitativas de 

identificación de subpoblaciones, poder centrarnos en nano partículas de 

subtipos específicos [7].  

Mientras que la técnica de Pulso Resistivo Sintonizable (TPRS) utilizado en este 

estudio empleando el sistema qNano (Izon Science), que son ampliamente 

reconocidos [4,32], nos permitió acceder a demostrar la presencia de 

Nanopartículas en el secretoma de las líneas celulares aisladas, para lo cual 

exige pequeñas cantidades de muestra a analizar, como ha sido descrito 

previamente [32]. Por la alta recuperación de partículas, es necesario realizar 

múltiples diluciones, con el fin de obtener una que no obstruya el nanoporo, 

permitiendo así un completo análisis del tamaño y concentración de partículas 

en el secretoma y un análisis estadístico completo y detallado de las 

nanopartículas [33].  



 

 

 

CONCLUSIÓN 

En conclusión, este estudio demuestra que se pudo aislar y caracterizar 

cuantitativamente, las Nanopartículas del secretoma de   las CSC de las líneas 

celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-436, determinándose que la mayor 

frecuencia de partículas se encuentra en el rango de 0-200 nm para las CSC-

MDA-MB-436, en tanto que para las CSC-MDA-MB-231 se encuentran en el 

rango de 201-500 nm. En cuanto a la concentración de nanopartículas fue mayor 

en la CSC-MDA-MB-436. 

Consideramos que conocer el espectro de nanopartoculas del secretoma de las 

CSC de TNBC, es clave para poder generar mayor conocimiento de sus múltiples 

propiedades y sea el inicio del camino para futuros ensayos en la búsqueda de 

biomarcadores de la célula madre de este tipo de cáncer.  
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