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1.   RESUMEN 

 

          El cáncer de pulmón es la principal causa de muerte a nivel mundial. Se ha reportado 

que la unión de la quimiocina CXCL12 (SDF-1) con su receptor CXCR4 regula la 

proliferación, migración, invasión y metástasis en células de cáncer de pulmón. 

Adicionalmente, estudios previos realizados en células Jurkat han mostrado un aumento en 

la expresión del receptor de quimiocinas CXCR4 cuando se cultivan en concentraciones 

altas de glucosa. Por otra parte, se ha reportado que en células mesangiales de ratón y 

rata, HUGECs, y HUVECs cultivadas bajo concentraciones altas de glucosa existe un 

aumento en la expresión de las quimiocinas: CCL2, CX3CL1 y CCL5, lo cual se correlaciona 

con el aumento en el crecimiento y la proliferación celular de algunos de estos tipos 

celulares. Nuestro objetivo fue medir la expresión del receptor CXCR4 en células de cáncer 

pulmonar en condiciones de cultivo con alta glucosa extracelular, además de evaluar e 

identificar alguna correlación en la proliferación y migración de estas células. Para lo cual 

se utilizó como modelo de estudio la línea celular H292 derivada de células de carcinoma 

mucoepidermoide de pulmón. Se determinó por citometría de flujo la expresión del receptor 

de quimiocinas CXCR4 en células H292, a partir de un cultivo de 24 horas bajo condiciones 

de normoglucosa (5.5 mM) y alta glucosa (11 mM y 25 mM), con y sin la presencia del 

ligando SDF-1. Para definir el porcentaje de proliferación en células H292; se cultivaron en 

condiciones de normoglucosa y alta glucosa, se marcaron con CFSE, y se evaluaron por 

citometría de flujo los  días 1, 3 y 6. Asimismo, se determinó por herida el porcentaje de 

migración en células H292 estimuladas con SDF-1 (0 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml y 100 ng/ml),  

bajo condiciones de normoglucosa y alta glucosa extracelular. Por último, con el objetivo de 
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evaluar el flujo glucolítico en células H292, se determinó la relación piruvato/lactato a partir 

de cultivos de 24 horas bajo condiciones de normoglucosa y alta glucosa. 

Los resultados obtenidos muestran que sólo un porcentaje reducido de células H292 

expresan el receptor CXCR4, lo cual indica que la expresión de dicho receptor no se 

encuentra regulado por glucosa extracelular. Además, al estimular las células H292 con 

SDF-1 se encontró que el receptor CXCR4 no se encuentra regulado positivamente por la 

quimiocina SDF-1. Resultados obtenidos a partir de los experimentos de herida no 

presentan cambios significativos en los porcentajes de cierre en cultivos con alta glucosa 

extracelular; sin embargo, la diferencia que se muestra de porcentaje de cierre de herida 

entre la condición con 5.5 mM y 11 mM de glucosa bajo el estímulo con 10 ng/ml de SDF-

1, sí presenta relevancia estadística (p= 0.023). Los porcentajes de proliferación celular no 

muestra diferencias entre condiciones de cultivo en ningún tiempo evaluado. La relación 

piruvato/lactato se ve favorecida en cultivos con alta glucosa (11 mM y 25 mM) con respecto 

a cultivos con normoglucosa (5.5 mM), aunque los resultados no presentaron significancia 

estadística. Como conclusión tenemos que en células H292 se encuentra activada la vía 

glucolítica bajo condiciones de cultivo en alta glucosa extracelular, esta situación podría 

estar favoreciendo su migración, la cual parece estar correlacionada con el estímulo de la 

quimiocina SDF-1, pero no así, con la expresión del receptor CXCR4. 
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2.   INTRODUCCIÓN 

 

2.1 Cáncer pulmonar. 

 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS), el cáncer se define como un 

amplio grupo de enfermedades que pueden aparecer y afectar cualquier parte del 

organismo (OMS, 2015). Un tumor maligno se encuentra determinado por ciertas 

características denominadas sellos distintivos, en los que se encuentran: el potencial 

replicativo ilimitado, la auto-suficiencia en señales de crecimiento, insensibilidad a 

inhibidores del crecimiento, evasión de la apoptosis, inducción de la angiogénesis, 

capacidad de invadir los tejidos y generar metástasis, además de la inflamación promovida 

por tumores, inestabilidad genómica y mutación, desregulación de la energía celular y la 

evasión de la destrucción inmune (Figura A) (Hanahan D y Weinberg RA, 2011). 

 

 

 
Figura A . Sellos distintivos del cáncer. (Modificada de: Hanahan D y Weinberg RA, 2011). 
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Se sabe que el cáncer es una de las primeras causas de morbilidad y mortalidad (OMS, 

2015). Estadísticamente se han registrado 7.9 millones de muertes por cáncer en el año 

2007 a nivel mundial (Van-Meerbeeck J y Surmont V, 2009), particularmente se ha 

reportado que el cáncer de pulmón es la principal causa de muerte tanto en hombres como 

en mujeres (Cheng ZH et al., 2016). En Estados Unidos se diagnosticaron 

aproximadamente 170 000 casos nuevos en el año 2003 (Van-Meerbeeck J y Surmont V, 

2009). Mientras que en México la incidencia por cáncer de pulmón entre los años 1984 a 

1992 fue de 1 019 pacientes los cuales fueron reportados por el Instituto Nacional de 

Enfermedades Respiratorias (INER) (Medina MF et al., 1996). 

 

El cáncer de pulmón se clasifica histopatológicamente en dos tipos: el cáncer pulmonar de 

células pequeñas (microcítico) y el cáncer de pulmón de células no pequeñas (no 

microcítico) (Cerecedo-Zapata CM et al., 2009); éste último representa cerca del 85% de 

todos los casos de cáncer pulmonar (Zhang L et al., 2016). Los tipos más comunes de 

cáncer de pulmón de células no pequeñas son: el carcinoma de células escamosas o 

epidermoide, el carcinoma de células grandes y el adenocarcinoma, aunque existen varios 

tipos adicionales que se presentan con menos frecuencia; y todos los tipos se presentan 

con variantes histológicas poco habituales (NIH, 2016) (Cerecedo-Zapata CM et al., 2009). 

 

El tipo de cáncer de pulmón más frecuente en mujeres, hombres jóvenes y no fumadores, 

es el adenocarcinoma pulmonar con una incidencia de alrededor del 40% (Zappa C y Mousa 

S, 2016). Este tipo de cáncer se origina de las células broncoalveolares, el cual es definido 

como una neoplasia epitelial maligna con fenotipo neumocito, o producción de moco y su 

diferenciación es glandular. Se ubica preferentemente en las regiones más externas del 
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pulmón y se caracteriza por su crecimiento lento. (Zappa C y Mousa S, 2016; Dorantes-

Heredia R et al., 2016). 

 

El carcinoma mucoepidermoide representa únicamente un 0.1-0.2% de los tumores 

primarios malignos del pulmón (Martínez Y et al., 2007). Típicamente se originan a partir de 

las glándulas submucosas del árbol traqueobronquial, con un origen común en las 

glándulas salivares (Abu WK et al., 2015; Sae-Won H et al., 2008). El carcinoma 

mucoepidermoide se divide histológicamente en tumores de bajo y alto grado (Martínez Y 

et al., 2007), además, se caracteriza por un crecimiento incesante, así como, por su 

agresividad, debido a su resistencia a la terapia sistémica y radioterapia (Mochizuki D et al., 

2015). 

La mayoría de los carcinoma mucoepidermoides son de bajo grado y con buen pronóstico, 

sin embargo, cuando se presenta un tumor de alto grado la tasa de metástasis es alta, el 

pronóstico es pobre y puede indicar características aún más agresivas que las primarias 

(Huang Y et al., 2016; Singh A et al., 2010). Algunos reportes han observado que se puede 

dar metástasis hacia órganos como el intestino delgado, cerebro, colon, médula ósea, 

ganglios linfáticos regionales y distantes, otras partes del pulmón, glándula suprarrenal, 

riñón, pleura y piel. (Moreno-Aguilera et al., 2017; Saito T et al., 2015; Franco I et al., 2016; 

Pan Z  et al., 2014; Singh A et al., 2010). 

 

2.2 Metabolismo de la glucosa en el cáncer. 

 

Las células necesitan un aporte energético constante para realizar y mantener las funciones 

biológicas que las mantiene vivas. Para que las células puedan utilizar la energía 

proveniente de moléculas como: proteínas, lípidos y polisacáridos, que constituyen la mayor 
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parte de los alimentos que ingerimos, el organismo debe degradar estas moléculas en 

moléculas más pequeñas con las que se obtiene CO2 y energía, a este proceso se le 

denomina catabolismo (Alberts B et al., 2010).  

Por otra parte, el anabolismo es la fase constructiva o de síntesis del metabolismo, donde 

a partir de moléculas pequeñas se generan moléculas más complejas en procesos de 

biosíntesis, por ejemplo: ácidos grasos, aminoácidos y glucosa (Alberts B et al., 2010; 

Teijón JM et al., 2006).  

El ATP es obtenido a partir de la degradación de la molécula de glucosa y es la principal 

molécula requerida en el organismo para el intercambio de energía, actúa como mensajero 

intra y extracelular jugando un papel importante como mediador fisiológico, además de ser 

es una de las unidades principales de los ácidos nucleicos (ADN y ARN), se obtiene a partir 

de la glucólisis y de la respiración celular (Rosas S et al., 2010).  

 

Se le denomina glucólisis a la serie de reacciones que transforman una molécula de glucosa 

en dos moléculas de piruvato, dos moléculas de ATP y dos moléculas de NADH, la palabra 

glucólisis proviene del griego glykos, “azúcar”, y lysis, “rotura”. La glucólisis se lleva a cabo 

en el citosol de la mayoría de las células, el proceso es realizado en ausencia de oxígeno 

molecular e implica una secuencia de 10 reacciones, produciendo un carbohidrato 

intermediario diferente por reacción, donde cada molécula de carbohidrato es catalizada 

por enzimas diferentes (Alberts B et al.,  2010). El piruvato generado a partir de la glucólisis 

tiene dos caminos: entrar en la mitocondria y convertirse en CO2 y H20, o puede permanecer 

en el citosol y fermentarse en el caso de los organismos anaerobios como las levaduras 

convirtiéndose en etanol y CO2 o en lactato en el músculo (Audesirk T et al., 2003). 
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El ciclo de Krebs, ciclo del ácido tricarboxílico (TCA) o ciclo del ácido cítrico, tiene lugar en 

la mitocondria de las células eucariotas y las reacciones se realizan en presencia de 

oxígeno. En la etapa de preparación, el piruvato es descarboxilado por un complejo gigante 

de tres enzimas, denominado complejo piruvato deshidrogenasa. Los productos resultantes 

de la descarboxilación del piruvato son: la pérdida de una molécula de CO2, la producción 

de una molécula de NADH y una de acetil coenzima A (acetil CoA) (Alberts B et al.,  2010). 

Posteriormente la acetil coenzima A entra en la mitocondria y se desprende del grupo 

acetilo, en seguida el grupo acetilo se combina con un compuesto de seis átomos de 

carbono llamado ácido oxaloacético, dando lugar al ácido cítrico (1er paso del ciclo de 

Krebs), iniciado el proceso en la mitocondria se realizan una serie de ocho reacciones de 

oxidación y descarboxilación diferentes, que dan como resultado oxalacetato o ácido 

oxaloacético, molécula esencial en la reacción inicial del ciclo. El ciclo de Krebs produce 

dos ATP, ocho NADH (dos de la síntesis de acetil CoA, seis del ciclo de Krebs) y dos FADH2 

por cada molécula de glucosa (Alberts B et al.,  2010; Audesirk T et al., 2003).  

 

Finalmente los electrones energéticos producidos por el ciclo de Krebs son conducidos a 

sistemas de transporte de electrones de la membrana mitocondrial interna donde son 

transformados en ATP, cada NADH produce tres moléculas de ATP y cada FADH genera 

dos moléculas de ATP, donde el total de las reacciones de la glucólisis, el ciclo de Krebs y 

la cadena respiratoria suman un total de 36 a 38 ATP (Audesirk T et al., 2003). 

 

En 1923 Otto Warburg observó por primera vez que al cultivar células cancerosas en 13 

mM de glucosa, las células producían 70 veces más lactato que las células normales. Por 

consiguiente Warburg determinó que las células cancerosas tienen acelerada la glucólisis 

y que a su vez producen una gran cantidad de ácido láctico incluso en condiciones 
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aeróbicas (Warburg O et al., 1923). Según sus cálculos iniciales, la captación arterial de 

glucosa en las células tumorales fue hasta del 70% en comparación con los tejidos 

normales que captan del 2% al 18% de glucosa, adicionalmente observó que de la glucosa 

captada por el tumor era transformada a lactato en un 66% (San-Millán I y Brooks GA, 

2017). Inicialmente Warburg sospechó que la razón de que las células cancerosas captaran 

mayor cantidad de glucosa y produjeran un gran porcentaje de lactato era porque estas 

células mostraban la respiración alterada debido a defectos funcionales en las mitocondrias 

(Tran Q et al., 2016).  

 

Estudios más recientes han esclarecido y reportado un sinfín de mutaciones en genes y 

enzimas que son importantes en la activación de mecanismos que regulan el 

funcionamiento adecuado de las células normales, estas alteraciones contribuyen en la 

proliferación exacerbada y el desarrollo de células cancerosas. Además, se considera que 

las células cancerosas no necesariamente tienen alteradas las funciones mitocondriales y 

que la glucólisis exacerbada se debe principalmente a una estrategia metabólica que es 

realizada por las células con el fin de regular la síntesis de biomasa: ácidos nucleicos, 

aminoácidos y ácidos grasos (Chen X et al., 2015). 

 

Aunque aún no se ha esclarecido completamente cuáles son los factores clave subyacentes 

al fenotipo metabólico del cáncer, se ha reportado al factor inducido por hipoxia 1 (HIF-1), 

c-Myc y p53 como la triada más importante en el desarrollo del cáncer (Figura B).  

Por ejemplo HIF-1 regula la expresión de genes y enzimas como: PDH, HKI, HKII, PDK-1, 

LDHA, GLUT1, GLUT3 y GLUT4, lo que favorece la angiogénesis, invasión, metástasis, 

desdiferenciación y aumento en el metabolismo glucolítico de las células tumorales (Simon 
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MC, 2006; Boticario C y Cascales M, 2010; Labak CM et al., 2016; Berg JM et al., 2007; 

Marín-Hernández A, 2009; Brooks GA, 2009; Chen X et al., 2015). 

Por otra parte, el proto-oncogén MYC (c-Myc) es uno de los miembros de la familia 

oncogénica del factor de transcripción MYC que tiene la función de modular positivamente 

la biogénesis ribosómica, el metabolismo de la glucosa y la respiración mitocondrial en la 

mayoría de los tipos celulares, además de estimular el crecimiento y proliferación celular, 

también regula 18 genes mitocondriales, incluyendo citocromo C (Zwaans BM y Lombard 

DB, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura B . Metabolismo de la glucosa (Tomado de: San-Millán I y Brooks GA, 2017). 
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2.3 Quimiocinas. 

 

Las quimiocinas forman parte de una gran familia de proteínas de bajo peso molecular que 

varía de 7 a 15 kDa. Hasta la fecha han sido descritas al menos 50 quimiocinas, las cuales 

se encuentran definidas en función de la presencia y disposición de residuos de cisteína 

localizados en el extremo amino de la molécula (Torres DC y Marti LC, 2015; Bonecchi R y 

Graham GJ, 2016). Están divididas en cuatro subfamilias: la primera subfamilia se 

denominan de tipo CC debido a que presentan dos residuos de cisteína adyacentes, las 

quimiocinas CXC se caracterizan por tener un aminoácido que separa las dos cisteínas que 

la integran, las XC sólo tienen un residuo de cisteína en el extremo amino-terminal, y por 

último las de tipo CX3C se diferencian de las demás por poseer 3 aminoácidos que separan 

las dos primeras cisteínas (Bonecchi R y Graham GJ, 2016; Bachelerie F et al., 2014).  

 

Las quimiocinas son una familia de citocinas que son capaces de inducir la quimiotaxis de 

células diana (Singha B et al., 2015). Inicialmente fueron descubiertas debido a que tienen 

la habilidad de dirigir de forma selectiva la migración de leucocitos (Raman D et al., 2011) 

y otros tipos celulares; además de controlar el establecimiento de todas las células inmunes 

(Torres DC y Marti LC, 2015).  

 

La acción de las quimiocinas se ejerce mediante la unión a receptores de siete pases 

transmembranales acoplados a proteínas G heterotriméricas (GPCRs) presentes en 

membranas celulares (Gao D et al., 2016), estos receptores son expresados en células del 

sistema inmune, células epiteliales y endoteliales, fibroblastos y queratinocitos, células no 

hematopoyéticas y células cancerosas (Rivas-Fuentes S et al., 2015).  
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Los receptores de quimiocinas se pueden dividir en dos grupos: receptores de quimiocinas 

acoplados a proteínas G, los cuales son activados por proteínas G del tipo Gi, y receptores 

de quimiocinas atípicos, los cuales le dan forma a los gradientes de quimiocinas y regulan 

la inflamación mediante la eliminación de quimiocinas de manera independiente de 

proteínas G (Torres DC y Marti LC, 2015). Una diferencia estructural determinante entre 

ambos receptores es la secuencia del motivo DRYLAIV que se encuentra localizado al final 

del motivo transmembrana 3, el cual se encuentra bien conservado en la mayoría de los 

receptores de quimiocina acoplados a proteínas G y pobremente conservada en receptores 

de quimiocinas atípicos (Bachelerie et al., 2013).  

Los receptores de quimiocinas acoplados a proteínas G comprenden el grupo más 

numeroso de receptores de quimiocinas y se encuentran subdivididos dentro de cuatro 

subgrupos, definidos por cada uno de los cuatro subgrupos de quimiocinas a los que se 

unen. Además, pueden ser clasificados funcionalmente en homeostáticos, inflamatorios, e 

inflamatorios/homeostáticos (Bachelerie et al., 2013).  

 

La unión de las quimiocinas con sus receptores permite cambios conformacionales y la 

posterior activación de vías de señalización; las cuales juegan un rol importante permitiendo 

la activación constitutiva de oncogenes, la inactivación de genes supresores de tumores, o 

la expresión alterada de factores de transcripción tanto en los casos donde las reacciones 

inflamatorias son normales, como en casos de reacciones aberrantes (Cheng ZH, 2016). 

Además, la relación entre  quimiocinas y receptores de quimiocinas es compleja a 

consecuencia de la escasa selectividad entre una quimiocina y un receptor, debido a la 

estimulación de varios receptores por distintas quimiocinas, las cuales ,a su vez, pueden 

unirse a diferentes receptores (Llorián M, 2016). 
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Recientemente se ha esclarecido la participación de las quimiocinas en la promoción de la 

progresión del cáncer. Por ejemplo, las quimiocinas en unión con sus receptores son 

capaces de inducir la proliferación de las células tumorales, la transición epitelio 

mesénquima, la angiogénesis y la metástasis (Cheng ZH et al., 2016; Singha B et al., 2015). 
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3.   ANTECEDENTES. 

 

Las quimiocinas y sus receptores participan de manera importante en el desarrollo del 

proceso neoplásico. En las últimas décadas el estudio de las funciones que regulan las 

quimiocinas en la progresión del cáncer ha ido en aumento, aunque en un principio su 

estudio fue debido a su función quimiotáctica. Uno de los ejes que más se ha reportado y 

estudiado es el conformado por la quimiocina CXCL12 (SDF-1) y el receptor CXCR4. 

 

Se ha demostrado que la quimiocina CXCL12 es una quimiocina homeostática, la cual es 

expresada constitutivamente por varios órganos incluyendo pulmón, hígado, músculo 

esquelético, cerebro, riñón, corazón, piel y médula ósea, además está asociada con 

algunos tipos de daños tisulares, como el provocado por la quimioterapia (Teicher BA y 

Fricker SP, 2010). Por otro lado, el receptor de quimiocinas CXCR4 es ampliamente 

expresado en células progenitoras hematopoyéticas CD34+ (Möhle R et al., 1998), 

leucocitos mononucleares (Oberlin E et al., 1996), células T naïve y de memoria CD4+ (Mo 

H, et al. 1998), linfocitos B, monocitos, macrófagos, neutrófilos, eosinófilos (Teicher BA y 

Fricker SP, 2010), células epiteliales (Murdoch C et al., 1999) y células endoteliales (Molino 

M et al., 2000), así como también por cerebro, pulmón, colon, corazón, riñón e hígado 

(Teicher BA y Fricker SP, 2010).  

En la línea celular PC-3 de cáncer de próstata se ha documentado que la quimiocina SDF-

1a regula de manera positiva la expresión de CXCR4, a través de NF-kB. Además, se 

reportó que la unión  SDF-1/CXCR4 favorece la migración transendotelial de las células de 

cáncer de próstata PC-3 hacia el estroma de la médula ósea  (Kurkreja P et al., 2005). 

Tambien, se ha reportado que la unión del ligando CXCL12 al receptor de quimiocinas 
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CXCR4 promueve la activación de la cascada MAP cinasa y la movilización del calcio 

intracelular lo cual regula la migración y metástasis en células de cáncer de pulmón de 

células no pequeñas A549 y Calu-1 (Phillips RJ et al., 2003). Asimismo, se ha documentado 

que en células Ishikawa de cáncer de endometrio se encuentra regulada la proliferación, 

migración e invasión, y la reducción de la apoptosis, a través de la unión del ligando 

CXCL12 con el receptor CXCR4 (Liu P et al., 2016). Además, otro estudio que se realizó 

en las líneas celulares H1299, A549 y H460 que corresponden a cáncer de pulmón de 

células no pequeñas reveló que la radiación aumenta la metástasis y la invasión en estas 

células cuando se une el ligando CXCL12 con el receptor de quimiocinas CXCR4, a través 

de la inducción de HIF-1a, el cual regula de manera positiva la expresión de CXCR4 (Gu Q 

et al., 2015).  

Se sabe que la quimiocina SDF-1 (CXCL12) puede unirse no sólo con el receptor de 

quimiocinas CXCR4, sino también con CXCR7. En este contexto se ha documentado que 

la unión SDF-1/CXCR7 tiene una función clave en la promoción del desarrollo y progresión 

del tumor, puesto que se sugiere que esta unión favorece la migración de las células 

tumorales (Franco R et al., 2012; Miao Z et al., 2007). Además, se ha reportado la 

sobreexpresión de los receptores de quimiocinas CXCR7 y CXCR4 en células y tejidos 

tumorales provenientes de cáncer pulmonar (Iwakiri S et al., 2009). 

 

Una de las características más importantes en el desarrollo del cáncer es la alteración en 

el metabolismo energético de cada célula, el cual le permitirá a la célula proliferar rápida y 

descontroladamente, por esta razón es fundamental la incorporación de grandes 

cantidades de glucosa al microambiente tumoral. 

 Kruse CR y col. realizaron recientemente experimentos en los cuales aislaron 

queratinocitos primarios y fibroblastos de tejido humano que cultivaron en alta glucosa 
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(queratinocitos: 26 y 50 mmol/L; fibroblastos: 23 y 26 mmol/L) y normoglucosa 

(queratinocitos y fibroblastos 5.6 y 10 mmol/L), los resultados señalan que la viabilidad 

disminuye al cultivar ambos tipos celulares en concentraciones de alta glucosa durante un 

periodo de 5 días, además reportan que en el día 5 de cultivo, los fibroblastos aumentan su 

porcentaje de proliferación celular cuando son cultivados en concentraciones de 10 mM de 

glucosa con respecto a cultivos de 0, 5.6 y 23 mM. También, se reportó que existe inhibición 

en la migración de queratinocitos y fibroblastos cuando se cultivan en alta glucosa (26 mM 

y 23 mM, respectivamente)  (Kruse CR et al., 2016).  

Por otra parte, en células endoteliales aórticas humanas (HAEC) se encontró que puede 

inhibirse la migración cuando son cultivadas en altas concentraciones de glucosa (10 o 30 

mmol/L de glucosa) por medio de la inducción de la activación del factor nuclear kappa b 

(NF-kappab) (Hamuro M et al., 2002).  

Además, otro estudio determinó que al cultivar células de cáncer gástrico en alta glucosa 

(17.5 mmol/L) se puede inhibir fuertemente la migración e invasión celular a través de la 

supresión de la transición epitelio-mesenquima cuando son tratadas con metformina 

(Valaee S et al., 2017). 

 

Adicionalmente, Qiao L y colaboradores realizaron estudios donde se muestra que células 

endoteliales microvasculares dérmicas humanas cambian su morfología cuando con 

cultivadas en alta glucosa. Las células cultivadas en normoglucosa (5 mM) tienen una 

morfología ovalada en forma de adoquín, sin embargo, cuando se cultivan en alta glucosa 

(30 mmol/L) su morfología es alargada en forma de adoquín. Además, mencionan que la 

proliferación en estas células aumenta cuando son expuestas por periodos cortos de tiempo 

(2-5 días) en alta glucosa, pero si se exponen más tiempo en esta concentración las células 

disminuyen su tasa proliferativa (7 días). También, se menciona que la migración de estas 
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células disminuye cuando son cultivadas en altas concentraciones de glucosa (Qiao L et 

al., 2017). 

 

Dicho lo anterior, cabe resaltar que en los últimos años se han realizado experimentos en 

que los resultados apuntan a que existe una relación entre la concentración de glucosa en 

cultivos celulares y la expresión de ciertas quimiocinas en algunos tipos de cáncer. Por 

ejemplo, se ha confirmado que en células endoteliales glomerulares humanas (HUGECs) 

la expresión de MCP-1 se encuentra altamente estimulada por altas concentraciones de 

glucosa (25 mmol/L), la sobreexpresión se consiguió a partir de las 8 horas hasta obtener 

un pico de expresión a las 16 horas de estimulación con glucosa, la elevada expresión de 

MCP-1 favorece la producción de factores quimiotácticos en monocitos (Ding HL et al., 

2004). Asimismo, estudios en ratones demuestran que el cultivo en alta glucosa de células 

mesangiales puede potenciar la proliferación y la expresión de MCP-1 activando la vía 

ROS/NF-kb (Yang X et al., 2016).  

También, se ha descrito que las células endoteliales de cordón umbilical (HUVECs) 

cultivadas en alta glucosa (33.3 mmol/L de glucosa) inducen la expresión de la quimiocina 

Fractalkine/CX3CL1 (Li FQ et al., 2015). Por otra parte, se han realizado estudios que 

determinan que en células mesangiales de rata cultivadas en altas concentraciones de 

glucosa (30 mmol/L) se estimula la expresión de MCP-1 y se activa NF-kappab, lo cual 

favorece la proliferación de estas células, sin embargo, esta estimulación puede ser 

disminuida aplicando partenolida al cultivo (Xu Z et al., 2013).  

Adicionalmente, se confirmó que en células endoteliales de cordón umbilical (HUVECs) se 

da una sobreexpresión de la quimiocina CCL5 y su receptor CCR5 cuando son cultivadas 

en alta glucosa (Li G et al., 2013). Aunado a este resultado, Zhang JC y colaboradores 

reportaron sobrexpresión de CCL5 en células de linfoma difuso de linfocitos B grandes 
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cuando son cultivadas en concentraciones de glucosa altas (30 mmol/L), además la 

exposición en alta glucosa promueve el crecimiento tumoral en estas células (Zhang JC et 

al., 2015). 

También se ha reportado que al cultivar células madre mesenquimales óseas (BMSCs) en 

alta glucosa se inhibe la expresión de CXCR4 mediante la activación de GSK3b, además, 

de la proliferación y migración celular (Zhang B et al., 2016). 

Asimismo, se ha reportado que en células Jurkat cultivadas durante 24 horas en alta 

glucosa extracelular (15, 20, 25 y 30 mM) se regula positivamente la expresión del receptor 

de quimiocinas CXCR4, además la sobreexpresión de CXCR4 se encuentra favorecida por 

HIF-1a bajo las mismas condiciones de cultivo en alta glucosa extracelular (Lan X et al., 

2013). También se ha documentado que la quimiocina SDF-1a regula de manera positiva 

la expresión del receptor CXCR4 en células VSMCs de rata cultivadas en alta glucosa (25 

mM), y que a su vez, la unión de SDF-1a con CXCR4 favorece la proliferación y migración 

de estas células bajo condiciones de alta glucosa extracelular (Jie W et al., 2010). 
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4.   JUSTIFICACIÓN 

 

El cáncer pulmonar es la principal causa de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. 

Particularmente, el carcinoma mucoepidermoide se caracteriza por un crecimiento 

incesante, así como también, por su agresividad, debido a su resistencia a la terapia 

sistémica y radioterapia. 

 

Para satisfacer las demandas energéticas, las células cancerosas presentan una serie de 

mutaciones en genes y enzimas, las cuales favorecen la captación de glucosa y promueven 

la producción de una gran cantidad de ácido láctico incluso en condiciones aeróbicas, 

acelerando el metabolismo glucolítico. El aceleramiento de la glucólisis es uno de los 

mecanismos que contribuye a la proliferación exacerbada y el desarrollo de células 

tumorales. 

 

Las quimiocinas pertenecen a una gran familia de proteínas que al unirse con su receptor 

de membrana inducen la proliferación de las células tumorales, la transición epitelio 

mesénquima, la angiogénesis y la metástasis. En las últimas décadas uno de los ejes de 

quimiocinas que más se ha estudiado es el conformado por CXCL12 y su receptor CXCR4. 

Se ha reportado que la unión de esta quimiocina con el receptor CXCR4 promueve la 

proliferación de células tumorales, así también su migración, invasión y metástasis. 

 

Recientemente se han realizado estudios enfocados al metabolismo energético de células 

cancerosas y su relación con las quimiocinas. Algunos de estos estudios han confirmado 

que en células Jurkat se presenta un aumento en la expresión del receptor de quimiocinas 
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CXCR4 cuando son cultivadas en alta glucosa extracelular, Además, en células endoteliales 

glomerulares humanas, y células mesangiales de ratón y rata se encuentra una 

sobreexpresión de la quimiocina CCL2 , también en células endoteliales de cordón umbilical 

se promueve la expresión de CX3CL1 y CCL5, todo lo anterior bajo condiciones de cultivo 

en alta glucosa. 

 

Dado que hasta el momento no se han generado estudios que reporten el efecto de la 

concentración de glucosa en la expresión y función de las quimiocinas en cultivos de células 

de cáncer de pulmón, el presente trabajo pretende determinar si el cultivo en alta glucosa 

modifica la expresión del receptor CXCR4 en células de carcinoma mucoepidermoide de 

pulmón y si el efecto resultante se correlaciona con la proliferación y migración de este tipo 

celular, respuestas funcionales asociadas a dicho receptor. Para ello se utilizará la línea 

H292 derivadas de un carcinoma mucoepidermoide de pulmón. 
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5.   HIPÓTESIS. 

 

El cultivo en alta glucosa incrementa la expresión del receptor de quimiocinas CXCR4  y el 

fenotipo agresivo de las células de carcinoma mucoepidermoide de pulmón (H292), la 

cuales incrementarán su proliferación y migración. 
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6.   OBJETIVOS 

 

6.1. Objetivo General.   

Determinar si las células de carcinoma mucoepidermoide de pulmón H292 modifican la 

expresión del receptor CXCR4 en condiciones de cultivo de alta glucosa y si existe alguna 

asociación con las respuestas funcionales: proliferación y migración, asociadas a dicho 

receptor. 

 

6.2. Objetivos particulares. 

Las células de cáncer pulmonar H292 se cultivarán en diferentes concentraciones de 

glucosa (5.5, 11, 25 mmol), en estas condiciones se evaluarán los siguientes objetivos: 

 

1.   Evaluar la expresión del receptor de quimiocinas CXCR4. 

 

2.   Evaluar los niveles de expresión del receptor de quimiocinas CXCR4 en presencia de 

CXCL12. 

 

3.   Evaluar la migración celular regulada por CXCR4 mediante ensayos de herida. 

 

4.   Evaluar la tasa de proliferación. 

 

5.   Evaluar la activación de la vía glucolítica a través de la relación piruvato/lactato. 
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7.   METODOLOGÍA. 

 

7.1  Cultivo celular. 

 

Como modelo de estudio se utilizó la línea celular H292 derivada de un carcinoma 

mucoepidermoide de pulmón. Las células H292 son originarias de una mujer de 32 años, 

presentan una morfología epitelial y son adherentes al plástico (ATCC, 2017). Esta línea 

celular fue proporcionada por el laboratorio de inmunopatogénesis celular del Centro de 

Investigación y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV), la 

cual fue previamente adquirida del ATCC (ATCC, 2017). 

  

La línea celular fue mantenida y crecida en medio RPMI 1640 1X D(-)-glucosa (Gibco/BRL 

Life Technologies, Grand Island, New York, EUA)  suplementado con HEPES 10mM 

(Gibco/BRL Life Technologies, Grand Island, New York, EUA), piruvato de sodio 10 mM 

(Gibco/BRL Life Technologies, Grand Island, New York, EUA), suero fetal bovino  al 10%, 

antibióticos y 5.5 mM de D(+)-glucosa (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) en 

incubadora a 37ºC con una mezcla de 5% de CO2/95% de humedad relativa y en 

condiciones de esterilidad. 

 

Durante los ensayos se trataron las células H292 con diferentes concentraciones de 

glucosa: 5.5 mM (normoglucosa), 11 mM y 25 mM (alta glucosa). Para definir cada 

condición se tomó en consideración el rango de concentración de glucosa plasmática 

normal en personas sanas y la concentración de glucosa a partir de la cual se determina a 



 23 

un paciente diabético según la OMS; el primero se encuentra entre 4.4 a 5.5 mM de glucosa, 

y el segundo es considerado a partir de los 7 mM de glucosa (OMS, 2017). 

 

 

7.2   Tinción de antígenos extracelulares para citometría de flujo. 

 

Para evaluar los niveles de expresión del receptor de quimiocinas CXCR4 en condiciones 

de alta glucosa se realizó tinción de antígenos extracelulares. 

 

Las células fueron sembradas en una placa de 12 pozos  con el objetivo de obtener el 80% 

de confluencia el día de la tinción, se cultivaron 150 000 células por pozo, éstas células 

fueron cultivadas con medio RPMI suplementado bajo las condiciones previamente 

descritas con una concentración de 5.5 mM de glucosa. Las células se mantuvieron en 

incubación a 37ºC, 5% CO2 y humedad saturante durante 24 horas. 

Después del tiempo de incubación las células fueron lavadas con 500 µL de PBS y 

posteriormente fueron estimuladas con 400 µL de la quimiocina SDF-1 (CXCL12) 

(BioLegend, EUA) en concentraciones de: 0, 10, 50 y 100 ng/ml bajo condiciones de 

normoglucosa y alta glucosa (5.5, 11 y 25 mM). Las células se mantuvieron en incubación 

a 37ºC, 5% CO2  y humedad saturante durante 24 horas más. 

 

Finalizado el tiempo de incubación y con el objetivo de determinar en un ensayo posterior 

el nivel de metabolitos (lactato y piruvato), se colectaron los medios de los pozos en tubos 

eppendorf de 2 ml, los cuales fueron centrifugados en una microcentrífuga (Eppendorf Nº 

5415 C, Brinkmann Instruments Inc, EUA) a 900 x g durante 10 minutos a temperatura 
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ambiente, al término de la centrifugación el sobrenadante fue recolectado en tubos 

eppendorf nuevos para finalmente ser etiquetados y almacenados a -40ºC. 

 

Posteriormente las células fueron lavadas con 400 µL de PBS y se adicionaron 250 µL de 

buffer de disociación celular no enzimático (Gibco/BRL Life Technologies, EUA), dejándolas 

incubar a 37ºC durante 12 minutos, posteriormente las células fueron despegadas por 

pipeteo (evitando maltratarlas o formar burbujas) y colectadas en un tubo eppendorf de 2 

ml al cual se le adicionó previamente 1 ml de medio RPMI 1640 1X   (Gibco/BRL Life 

Technologies, EUA) sin suplemento. 

 

Las células fueron centrifugadas a 250 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente, al 

finalizar el tiempo de centrifugado se colectó el sobrenadante y se deshizo el botón celular. 

Posteriormente se resuspendieron las células en 1ml de buffer de tinción (BT) (BioLegend, 

EUA) y de la suspensión se tomaron 10 µL, los cuales fueron mezclados homogéneamente 

en Parafilm con 10 µL de azul tripano, finalmente se colocaron 10 µL de la mezcla en una 

cámara Neubauer para realizar conteo celular. 

Después de realizar el conteo, las células fueron centrifugadas a 250 x g durante 5 minutos 

a temperatura ambiente para posteriormente ser ajustadas a una concentración de 1 x 10^6 

cel/ml en BT.  

 

A continuación, las células previamente ajustadas fueron bloqueadas con BT durante 20 

minutos a temperatura ambiente. Al finalizar la incubación se tomaron por condición 50 000 

células; esto es 50 µL de la suspensión celular. Posterior a la incubación las células fueron 

teñidas con el anticuerpo monoclonal CXCR4 a una concentración de 250 ng/ml 

(BioLegend, EUA). Se incubaron las células durante 25 minutos a 4ºC protegidas de la luz. 
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Finalizado el tiempo de incubación, se agregaron 300 µL de BT y se centrifugaron las 

células nuevamente a 250 x g, durante 5 minutos a temperatura ambiente, después del 

centrifugado se retiró el sobrenadante y se resuspendieron las células en 250 µL de BT, las 

células se colocaron en hielo para su posterior adquisición en el citómetro Accuri C6, 

configuración 3-1. 

 

7.3   Ensayo de herida 

 

Para evaluar la capacidad de migración de las células H292 se realizó ensayo de herida, 

por experimento se utilizó una placa de 96 pozos en la cual se sembraron 30,000 células 

por pozo, las células fueron cultivadas con 100 µL de medio RPMI suplementado al 10% 

de SFB, antibióticos y 5.5mM de glucosa e incubadas durante 24 horas a 37ºC con 5% de 

CO2 y humedad.  

 

Al finalizar el tiempo de incubación se realizaron las diluciones con las concentraciones 

correspondientes para la estimulación con la quimiocina SDF-1 (0 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml 

y 100 ng/ml) en medio RPMI suplementado al 1% de SFB con 5.5, 11 y 25 mM de glucosa, 

además se incluyó como control de osmolaridad 5.5, 11 y 25 mM de Mannitol al 1% de SFB. 

Después de haber realizado las diluciones se retiró el medio de cultivo de las células en 

monocapa y se realizó un lavado con 100 µL de PBS, a continuación se agregaron 100 µL 

de medio RPMI sin suplemento con 5.5mM de glucosa y 1% de SFB,  posteriormente se 

incubó la placa durante 1 (ó 1 h. 30 minutos) hora. Al término de la incubación se realizó 

por pozo, con una punta de 10 µL estéril, una raya horizontal (herida) a lo largo de la 

monocapa, inmediatamente se retiró el medio de los pozos y se realizó un lavado con 100 

µL de PBS para retirar células que se encontraran flotando en el medio, finalmente se 
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colocaron 100 µL del estímulo correspondiente. Cada serie de condiciones experimentales 

se realizó por triplicado. 

 

Las células fueron incubadas durante 6 horas a 37ºC con 5% de CO2 en un ambiente de 

humedad saturante. Para fijar las células posterior al tiempo de incubación, se agregó por 

pozo 100 µL de metanol y la placa fue incubada durante 15 minutos a -20ºC, al finalizar la 

incubación las células fueron lavadas dos veces con 100 µL de PBS, al término del segundo 

lavado se agregaron 100 µL de PBS, en seguida se guardó la placa a -4º C para su posterior 

fotodocumentación. 

Cada condición fue fotodocumentada a las 0  y  6 horas con ayuda de un microscopio 

invertido con contraste EVOS XL (ThermoFisher Scientific, EUA), enfocando el área donde 

se realizó la herida. Las imágenes fueron analizadas posteriormente con ayuda del 

programa de procesamiento de imagen digital ImageJ.  

 

7.4   Análisis de herida por ImageJ. 

 

Para realizar análisis de herida por ImageJ fue necesario instalar el programa en la PC, 

posteriormente se abrió la ventana del programa y se seleccionó la opción marcada como 

MRI_Wound_Healing_Tool, ésta opción contiene las herramientas necesarias para 

calcular el área de la herida al presionar en la barra de herramientas la opción “m” 

(measure). Finalmente el programa muestra en tres ventanas el análisis realizado, en una 

de las tres ventanas se puede observar el valor del área que fue calculada como se muestra 

en la Figura D. 



 27 

  

 

 

 

7.5   Ensayo de proliferación celular con CFSE. 

 

El compuesto que se utilizó para marcar las células y medir la tasa proliferativa de la línea 

celular H292 fue el carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFDA-SE), esta sonda 

fluorescente tiene la propiedad de ser altamente permeable a la membrana celular debido 

a sus dos cadenas de acetato, sin embargo, una vez adentro de la célula, los grupos acetato 

son escindidos por esterasas intracelulares, lo cual permite que el carboxyfluorescein salga 

de la célula de manera más lenta, favoreciendo que el CFSE se una covalentemente a 

moléculas intracelulares en un amplio rango de tiempo.  

El acoplamiento es a través del succinimidilo, el cual reacciona con grupos amino, formando 

un enlace amida altamente estable que puede unir covalentemente la 5- (y 6)- 

carboxifluoresceína (CF) a moléculas intracelulares. En algunos casos, el CF se une 

covalentemente a moléculas intracelulares (R1-NH2) para formar conjugados (CFR1) que 

todavía pueden salir de la célula o se degradan rápidamente, sin embargo, una proporción 

de CF se acopla a moléculas intracelulares de larga vida (R2-NH2) para formar conjugados 

(CFR2) que no pueden escapar de la célula y por lo tanto, se logra un marcaje fluorescente 

estable en las células. Al dividirse las células el colorante se reparte proporcionalmente 

Figura D. Análisis de herida por ImageJ. 
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entre las dos células hijas lo que permite observar una disminución de la fluorescencia 

cuando se analiza por citometría de flujo. 

 

Para este ensayo se sembraron en placa de 12 pozos 20,000 células por condición (5.5, 11 

y 25 mM), por cada condición se sembraron 4 pozos y se cultivaron en medio RPMI 

suplementado al 10% de SFB, antibióticos y 5.5mM de glucosa. Las células se mantuvieron 

en incubación a 37ºC, 5% CO2  y humedad saturante durante 24 horas. Para realizar el 

ensayo se tomaron 2 pozos por condición para su posterior marcaje con CFSE y los 2 pozos 

restantes se utilizaron como control del marcaje. 

Por otra parte, se preparó una dilución de CFSE (BioLegend, EUA) con una concentración 

de 10µM. Para realizar la dilución se agregaron 2 µl de CFSE (5 mM) en  2ml de PBS estéril, 

el cual fue pre-calentado durante 5 minutos a 37ºC. 

Después de la incubación las células fueron lavadas con 300 µl de PBS  y posteriormente  

se agregaron 250 µl de la dilución pre-calentada de CFSE, la placa fue incubada durante 

15 minutos a 37ºC con 5% de CO2, en la obscuridad. Finalizado el tiempo de incubación 

se agregó por pozo marcado, 150 µl de medio RPMI suplementado al 10% de SFB en 

5.5mM de glucosa y la placa fue incubada bajo las condiciones previamente descritas 

durante 5 minutos más. Al terminar la incubación se retiró el sobrenadante del pozo y se 

lavó con 400 µl PBS en dos ocasiones. Para finalizar se agregaron 800 µl de medio RPMI 

suplementado al 10% de SFB con 5.5, 11 y 25 mM de glucosa por pozo, respectivamente. 

Posteriormente se lavaron los pozos con 400 µl de PBS, a continuación se agregaron 800 

µl de medio correspondiente por condición (5.5, 11 y 25 mM de glucosa).  

Los pozos control fueron lavados con 400 µl de PBS y posteriormente se agregaron 800 µl 

de medio bajo condiciones de normoglucosa y alta glucosa previamente mencionadas. 



 29 

Finalmente se despegó con tripsina un pozo marcado con CFSE y un pozo control para su 

posterior adquisición y análisis por citometría de flujo. 

 

 

7.6   Determinación de la concentración de piruvato y lactato. 

 

Con la finalidad de evaluar la tasa glucolítica se determinó la concentración de piruvato y 

lactato producida por las células H292 cultivadas bajo condiciones de normoglucosa y alta 

glucosa, se analizaron los medios condicionados obtenidos a partir de los ensayos de 

inmunotinción realizados previamente (5.5, 11 y 25 mM sin SDF-1). 

Para realizar las determinaciones se descongelaron los medios condicionados y se 

desproteinizaron previamente las muestras que se utilizarían para medir la concentración 

de lactato con un microfiltro de Amicon (10 kDa MWCO). Primero se colocó el filtro de 

Amicon en el tubo proporcionado por el fabricante, posteriormente se adicionaron 500 µl de 

la muestra a determinar en el microfiltro, enseguida se centrifugó el tubo a 14000 rpm 

durante 10 minutos a 4 ºC, y para finalizar fueron congeladas a – 20ºC. En adelante, el 

procedimiento fue el mismo para ambas determinaciones piruvato y/o lactato.  

Después de la obtención del filtrado se preparó la mezcla enzimática para la determinación 

de lactato (o piruvato), la cual fue reconstituida en 220 µl de buffer de ensayo de lactato y 

mezclada perfectamente para su posterior utilización. 

Para generar una solución estándar de lactato con una concentración de 1 nmol/µl de 

lactato se diluyeron 10 µl del estándar de lactato original (100 nmol/ µl), con 990 µl del buffer 

de ensayo de lactato. El estándar original se encontraba ya preparado dentro del kit. 

Así también, se preparó la Master Reaction Mix, tomando en cuenta que por cada muestra 

a evaluar se necesitan 50 µl. Para preparar 50 µl de la Master Reaction Mix se utilizó el 
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reactivo correspondiente a cada determinación (lactato o piruvato, cual sea el caso) 46 µl 

del buffer de ensayo de lactato, 2 µl de solución de sonda de lactato y 2 µl del mix de la 

enzima de lactato, el cual fue cubierto de la luz. 

Posteriormente  en  una  placa  de  96  pozos  se  colocaron  50  µl de la muestra a determinar. 

Se preparó una curva del estándar de lactato (o piruvato) con las siguientes 

concentraciones: 0, 2, 4, 6, 8 y 10 nmol de lactato/pozo, después se adicionaron 50 µl de 

la Master Reaction Mix a cada pozo, se mezcló muy bien por pipeteo, finalmente se incubó 

la placa por 30 minutos a temperatura ambiente protegiendo la placa de la luz.    

Después  del  tiempo  de  incubación  se  midió  la  absorbancia  a  570  nm  en  el  lector  de  Elisa.  

Cabe   mencionar   que   la   cantidad   de   lactato   o   piruvato   presente   en   cada   muestra   fue  

determinada  a  partir  de  los  valores  obtenidos  de  la  curva  estándar  correspondiente.  

  
  
 

7.7   Análisis Estadístico. 

 

Se realizó la normalización de los datos obtenidos mediante Excel v.15.25 y 

en el caso de los resultados de migración se realizó prueba “t” de Student, donde los valores 

se muestran como media ± desviación estándar. Las diferencias entre los grupos se 

consideraron estadísticamente significativas a p ≤ 0.05. 
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8.   RESULTADOS 

 

8.1  Morfología y viabilidad en células H292 cultivadas en condiciones de 

normoglucosa y alta glucosa. 

 

Para evaluar la morfología y viabilidad de la línea celular H292 en condiciones de 

normoglucosa y alta glucosa las células fueron sembradas al 80% de confluencia en una 

placa de 12 pozos. Posteriormente se cultivaron durante 24 horas en 5.5, 11 y 25 mM de 

glucosa y después se tiñeron con el colorante de exclusión azul tripano al 0.4%. Para 

realizar la evaluación de las células teñidas con azul de tripano, las células H292 fueron 

fotodocumentadas antes y después de la tinción con azul de tripano. Cada condición fue 

evaluada por cuadruplicado y el experimento fue repetido en tres ocasiones. Los resultados 

observados en la Figura 1 indican que no existen cambios morfológicos entre las células 

cultivadas en normoglucosa y alta glucosa. 

 

 

 

Figura 1. Células H292 a las 24 horas de cultivo en 5.5, 11 y 25 mM de glucosa, fotodocumentadas con un aumento 
20X y zoom digital. Evaluación realizada por cuadruplicado, n=3. 
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En la Figura 2 se muestran los resultados que se obtuvieron a partir de la tinción con azul 

de tripano; el azul tripano es un colorante que únicamente puede teñir aquéllas células que 

han comprometido su membrana. Las células teñidas con el colorante de exclusión fueron 

señaladas con una flecha como se observa en la Figura 2, cualitativamente no se 

encuentran diferencias en la viabilidad de las células H292 entre condiciones de 

normoglucosa y alta glucosa. 

 

 

 

Así mismo, se evaluó la viabilidad de las células H292 cuando son cultivadas en manitol; el 

control de osmolaridad utilizado en el ensayo de herida. Para ello se realizaron cultivos de 

24 horas en 5.5, 11 y 25 mM de manitol, posteriormente se tiñeron con azul de tripano y se 

fotodocumentaron, cada condición se evaluó por triplicado y se repitió en tres ocasiones de 

manera independiente. Los resultados que se obtuvieron del cultivo se muestran en la 

Figura 2. Células H292 cultivadas en 5.5, 11 y 25 mM de glucosa teñidas con azul de tripano y 
fotodocumentadas a las 24 horas de cultivo con un aumento 10X. Evaluación realizada por cuadruplicado 
con una n=3. 
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Figura 3, se puede observar que en ninguna de las 3 condiciones evaluadas se ven 

afectadas las células H292 debido a la concentración de manitol utilizada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Células H292 cultivadas 24 horas en 5.5, 11 y 25 mM de manitol y posteriormente teñidas con azul 
de tripano. Las células fueron fotodocumentadas con un aumento 10X. Evaluación realizada por triplicado 
con una n=3. 
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8.2   Inmunotinción para CXCR4 en sangre completa (monocitos y linfocitos) como 

control de calidad del anti-CXCR4. 

 

Con el fin de comprobar el buen funcionamiento del anticuerpo monoclonal CXCR4, se 

realizó inmunotinción en células de sangre completa. Para realizar la inmunotinción se 

tomaron en cuenta tres condiciones; 4X (con una relación 50 µl: 5 µl. Por cada 50 µl de 

sangre completa se utilizaron 5 µl del anticuerpo), 2X (50 µl: 2.5 µl), 1X (50 µl: 1.25 µl). 

Posterior a la inmunotinción se adquirieron las células en el citómetro Accuri C6. 

 En la Figura 4. se puede observar que las células mononucleares (monocitos Figura A1 y 

linfocitos Figura A2) fueron correctamente teñidas con el anticuerpo y que la funcionalidad 

de los mismos no se encuentra relacionada con las concentraciones de anticuerpo 

utilizadas por condición evaluada. Finalmente la condición determinada a utilizar en las 

posteriores inmunotinciones fue de 1.25 µl de anti-CXCR4 por cada 50,000 células. 

 

 

8.3   Inmunotinción para HLA-ABC en células H292 como control técnico de tinción. 

 

Por otra parte, para validar la técnica de inmunotinción en las células H292, se utilizó el 

anticuerpo monoclonal dirigido a HLA-ABC en células H292. Para ello se realizó 

inmunotinción en células H292 con el anticuerpo HLA-ABC, como se describe en la 

metodología. En la Figura 4.B2 podemos observar una expresión del 91% del anticuerpo 

HLA, a partir de un 74% de células individuales, lo cual nos permite determinar el buen 

funcionamiento de la técnica de inmunotinción establecida para los posteriores ensayos. 
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8.4   Expresión basal de CXCR4 en células H292 cultivadas en normoglucosa y alta 

glucosa extracelular. 

 

En otro contexto, para determinar la expresión basal del receptor de quimiocinas CXCR4 

en cultivos de normoglucosa y alta glucosa, las células H292 fueron cultivadas durante 24 

horas en un medio de cultivo conteniendo 5.5, 11 y 25 mM de glucosa, posteriormente se 

realizó inmunotinción con anti-CXCR4 y finalmente se evaluaron las células por citometría 

de flujo.  En los Dot-Plot mostrados en la Figura 5 se puede observar una expresión basal 

no mayor al 2.58% (11 mM de glucosa) del receptor CXCR4 en células H292. Además, al  

comparar la expresión de CXCR4 en la condición con 5.5 mM de glucosa (2.56%) con 

respecto a la que se obtuvo en las condiciones con 11 mM y 25 mM  (2.85% y 2.13%, 

respectivamente), no se encontraron diferencias significativas. Lo cual indica que las células 

H292 presentan una expresión mínima del receptor CXCR4 , y que el cultivo en alta glucosa 

no regula la expresión del mismo. 
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Figura 4. Inmunotinción con anti-CXCR4 (4X, 2X y 1X) en sangre periférica; monocitos y linfocitos (A1 y A2, 
respectivamente) e inmunotinción con anti-HLA-ABC en células H292 (B2 y B3), n=1. 

 



 37 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Expresión de CXCR4 en células H292 cultivadas en normoglucosa y alta glucosa (5.5, 11 y 25 mM) 
durante 24 horas. A) Dot-Plot izquierda. Muestra la región de células H292 tamaño contra granularidad. Dot-
Plot derecha. Se muestra la selección de células individuales. B) Dot-Plot de células H292 teñidas con anti-
CXCR4 y sin tinción, cultivadas en 5.5, 11 y 25 mM de glucosa, n=3. 
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8.5   Inmunotinción para CXCR4 en células H292 estimuladas con SDF-1 y 

cultivadas en normoglucosa y alta glucosa. 

 

Para evaluar el efecto en la expresión de CXCR4 en células H292 bajo el estímulo de 24 

horas con SDF-1 (0, 10, 50 y 100 ng/ml) en cultivos con normoglucosa y alta glucosa, se 

realizó inmunotinción con anti-CXCR4. La Figura 6 (derecha), muestra los Dot-Plot de los 

porcentajes de expresión de CXCR4 que se obtuvieron a partir de un experimento de 

inmunotinción, en ellos se observa que el mayor porcentaje de expresión que se obtuvo del 

receptor CXCR4 fue del 2.81% (5.5 mM de glucosa y 100 ng/ml de SDF-1), el cual no 

aumentó a pesar del estímulo con SDF-1, en comparación con la expresión basal 

observada con anterioridad en estas células (Figura 5).  

 

 

 

 

Figura 6. Porcentaje de expresión de CXCR4 en células H292 previamente estimuladas durante 24 horas con 
SDF-1 (0, 10, 50 y 100 ng/ml), y cultivadas en normoglucosa y alta glucosa (5.5, 11 y 25 mM). Los resultados 
observados en los Dot-Plot muestran los porcentajes de expresión de CXCR4 que se obtuvieron a partir de 
un experimiento de inmunotinción independiente. 
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Adicionalmente, se realizó la evaluación de 5 experimentos independientes para determinar 

el porcentaje de expresión de CXCR4 en células H292 cultivadas en condiciones de 

normoglucosa y alta glucosa extracelular. Los resultados obtenidos se muestran en la 

Figura 7A, en ellos se puede observar que el receptor CXCR4 se encuentra expresado en 

la línea celular H292 cultivadas en normoglucosa y alta glucosa extracelular. Además, los 

porcentajes entre condiciones no presentan diferencias significativas, teniendo como 

porcentaje mínimo el 3.7% en la condición con 25 mM de glucosa y 10 ng/ml de SDF-1, y 

como porcentaje de expresión máximo el 5% en la condición con 11 mM de glucosa y 100 

ng/ml de SDF-1. Lo que parece indicar que la expresión del receptor CXCR4 no se 

encuentra regulada por SDF-1 en condiciones de normoglucosa y alta glucosa extracelular, 

al comparar estos resultados con los obtenidos previamente de la expresión basal de 

CXCR4 en estas células. 

   

Adicionalmente, para descartar una posible diferencia en las intensidades de fluorescencia 

media entre condiciones evaluadas, se realizó el promedio de las mismas, a partir de los 

experimentos de inmunotinción mencionados con anterioridad. En la Figura 7B se puede 

observar la máxima IFM en la condición con 11 mM de glucosa y 100 ng/ml de SDF-1 (2400) 

y la mínima IFM se presentó en la condición con 11 mM de glucosa y 50 ng/ml de SDF-1 

(1900). Las diferencias entre los resultados que se obtuvieron a partir de la IFM no muestran 

diferencias importantes entre condiciones evaluadas, ni un aumento en la expresión de 

CXCR4  favorecido por el estímulo de SDF-1. 
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Figura 7. Evaluación de la expresión de CXCR4 en células H292 cultivadas en 5.5, 11 y 25 mM de glucosa y 
estimuladas durante 24 horas con SDF-1 (0, 10, 50 y 100 ng/ml), n=5.  
A) Porcentaje de expresión de CXCR4 en células H292 estimuladas con SDF-1. 
B) Intensidad de Fluorescencia Media (IFM) de CXCR4 en células H292 estimuladas con SDF-1. 
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8.6   Porcentaje de cierre de herida en células H292 estimuladas con SDF-1 y 

cultivadas en concentraciones de normoglucosa y alta glucosa. 

 

Para evaluar la migración de las células H292 en cultivos con alta glucosa extracelular y 

normoglucosa, se realizaron ensayos de herida. 

En la figura 8 se muestran los porcentajes de cierre de herida que se realizaron a partir de 

3 experimentos independientes, se observa que en las condiciones con 11 mM (p= 0.02) 

de glucosa y 25 mM (p=0.01) de glucosa se presenta un mayor porcentaje de cierre de 

herida, ambas diferencias presentadas son estadísticamente significativas cuando se 

comparan con la condición de normoglucosa. 

 

Con el fin de evaluar la migración de las células H292 cultivadas en 5.5, 11 y 25 mM de 

glucosa en función del estímulo con la quimiocina SDF-1,  se realizaron ensayos de herida. 

En la figura 9 se muestran las células con la herida realizada sobre la monocapa por 

condición de glucosa (5.5, 11 y 25 mM) en el tiempo 0 (T0) y después del estímulo con 

SDF-1, el cual fue de 6 horas (TF). Cualitativamente se puede observar que la herida se 

cierra en mayor medida en condiciones de alta glucosa (11 y 25 mM).  
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Figura 9. Ensayo de herida a las 0 (T0) y 5 horas (TF) realizado en células H292 cultivadas bajo condiciones 
de normoglucosa (5.5 mM) y alta glucosa (11 y 25 mM), y estimuladas con SDF-1 (0, 10, 50 y 100 ng/ml) durante 
6 horas. 

Figura 8. Porcentajes de cierre de herida en células cultivadas en 5.5, 11 y 25 mM de glucosa durante 6 
horas. Los datos obtenidos muestran un incremento significativo de p= 0.02 en la condición con 11 
mM de glucosa en comparación con 5.5 mM de glucosa y un incremento significativo de p= 0.01 en la 
condición con 25 mM de glucosa en comparación con la condición de 5.5 mM de glucosa. El análisis 
fue realizado a partir de la prueba estadística “t” de Student donde P< 0.05; n=3. 
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En la Figura 10 se observan los porcentajes de cierre de herida de las células H292, 

estimuladas con SDF-1 (0 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml y 100 ng/ml) bajo las condiciones de 

glucosa evaluadas (5.5 mM, 11 mM y 25 mM). Estos resultados se obtuvieron a partir de 3 

experimentos independientes. Al comparar los porcentajes de cierre de herida en las tres 

condiciones de glucosa evaluadas, se observa claramente una diferencia, donde las 

condiciones con 11 mM y 25 mM de glucosa presentan un mayor porcentaje con respecto 

a la condición con 5.5 mM de glucosa. El máximo porcentaje de cierre de herida se 

encuentra en la condición con 11 mM de glucosa (49%) y 10 ng/ml de SDF-1, siendo 

estadísticamente significativo (p=0.023) con respecto a la condición con 5.5 mM de glucosa 

y 10 ng/ml de SDF-1. Además, cabe señalar que se observaron picos en el porcentaje de 

cierre de herida cuando se estimulan las células H292 en concentraciones de 10 ng/ml y 50 

ng/ml de SDF-1.          

 

 

 

Figura 10. Porcentajes de cierre de herida en células H292 estimuladas con 0, 10, 50 y 100 ng/ml de 
SDF-1 y cultivadas en 5.5, 11 y 25 mM de glucosa durante 6 horas. Los datos obtenidos con el estímulo 
de 10 ng/ml de SDF-1 y 11 mM de glucosa mostraron una diferencia significativa (*p= 0.023) cuando se 
compara con la condición de 5.5 mM de glucosa. El análisis fue realizado a partir de la prueba 
estadística “t” de Student donde P< 0.05; n=3. 
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Por otra parte, en la Figura 11 se muestran los resultados de herida en células H292 al T0 

y TF (6 horas) cultivadas con Manitol (5.5, 11 y 25 mM) y estimuladas con SDF-1 (0 y 10 

ng/ml); el manitol se utilizó como control de osmolaridad. En estos resultados se logra 

apreciar cualitativamente el cierre de herida en las células H292 cultivadas bajo las tres 

concentraciones de manitol evaluadas. De igual forma, en la Figura 12, se muestran los 

porcentajes de cierre de herida en células H292 cultivadas en 5.5, 11 y 25 mM de manitol 

y estimuladas con 0 y 10 ng/ml de SDF-1, en ellos se aprecia que el porcentaje de cierre 

de herida es muy cercano entre concentraciones de manitol, por lo que no existen 

diferencias importantes. Además, al estimular las células H292 con 10 ng/ml de SDF-1 se 

aprecia un aumento en el porcentaje de cierre de herida. Estos resultados no presentan 

diferencias estadísticamente significativas. 

Además, como control del ensayo de herida se utilizó al EGF (0, 10, 50 y 100 ng/ml) y el 

SFB al 10% en cultivos con 5.5, 11 y 25 mM de glucosa, y SFB al 20% cultivadas en 5.5 

mM de glucosa. Como se puede observar en la Figura 13, el porcentaje de cierre de herida 

en células H292 parece disminuir cuando se cultivan con 20% de SFB, por el contrario, el 

porcentaje de cierre de herida con las condiciones de EGF y el SFB al 10% presentan un 

mayor porcentaje de cierre, sin presentar diferencias significativas entre cultivos en 

normoglucosa y alta glucosa, también en el caso del EGF no se presentan diferencias 

significativas del porcentaje de cierre de herida entre concentraciones evaluadas.  
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Figura 12. Porcentajes de cierre de herida en células H292 estimuladas con 0 y 10 ng/ml de SDF-1 y 
cultivadas en 5.5, 11 y 25 mM de manitol durante 6 horas. n=2 

Figura 11. Ensayo de herida a las 0 (T0) y 5 horas (TF) realizado en células H292 cultivadas en 5.5, 11 y 25 mM 
de manitol, y estimuladas con SDF-1 (0 y 10  ng/ml) durante 6 horas. 
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Figura 13. Porcentajes de cierre de herida en células H292 estimuladas con 0, 10, 50 y 100 ng/ml de 
EGF, 10% de SFB y 20% de SFB; cultivadas en normoglucosa y alta glucosa extracelular durante 6 
horas. n=2. 
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8.7   Evaluación del porcentaje de proliferación con CFSE en células H292 

cultivadas en concentraciones de normoglucosa y alta glucosa. 

 

Para evaluar el porcentaje de proliferación celular en la línea H292 en cultivos con 

normoglucosa y alta glucosa extracelular, las células fueron marcadas con 10 µM de CFSE 

y cultivadas durante 6 días en concentraciones de 5.5, 11 y 25 mM de glucosa. La 

evaluación de las células fue realizada por citometría de flujo los días 1, 3 y 6 de cultivo. 

En los resultados se muestran como histogramas la intensidad de fluorescencia que se 

obtuvo de las células marcadas con CFSE al día 1, 3 y 6 de cultivo a partir de un 

experimento independiente. La proliferación en la línea celular H292 no presenta diferencias 

significativas entre condiciones de normoglucosa y alta glucosa en los días 1, 3 y 6 de 

cultivo como se muestra en la Figura 14; D1, D3 y D6. 

 

Para determinar el porcentaje de proliferación celular, se evaluaron 3 experimentos 

independientes realizados bajo las mismas condiciones mencionadas con anterioridad. En 

la Figura 14 C se presentan los porcentajes de proliferación en células H292 al día 1, 3 y 6 

de cultivo celular. En estos resultados se observa al día 1 un porcentaje de proliferación 

máximo en las células H292 cultivadas en 25 mM de glucosa (90.96%) y un mínimo en la 

condición con 11 mM de glucosa (90.61%). Al día 3 de cultivo, la diferencia entre 

condiciones es mínima, el mayor porcentaje de proliferación que se obtuvo fue del 98.96% 

(5.5 mM de glucosa) y el menor porcentaje fue de 98.85% (11 mM de glucosa). Finalmente 

al día 6 se muestran porcentajes de proliferación de casi el 100% en las tres condiciones 

evaluadas. Por lo que las diferencias en los porcentajes de proliferación en células H292 
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cultivadas en normoglucosa y alta glucosa obtenidos los días 1, 3 y 6 de cultivo, no son 

estadísticamente significativos. 

 

Por otra parte, para validar nuestro sistema se integraron los controles de proliferación 

siguientes; 1 µg/ml  y 0.1 µg/ml de hidroxiurea, además del cultivo con 20% de SFB. Primero 

se marcaron las células H292 con 10 µM de CFSE, posteriormente se integraron los 

controles de proliferación y finalmente las células cultivadas durante 6 días en 5.5 mM de 

glucosa fueron adquiridas por citometría de flujo. Los resultados muestran que las células 

que fueron tratadas con 1 µg/ml de hidroxiurea conservan una mayor IFM, lo cual indica 

que se dividieron menos. Mientras que las que fueron estimuladas con 20% de SFB 

conservan una menor IFM, siendo la condición que se dividió en mayor medida (Figura 

14.B2). Por lo tanto, se puede determinar en las células H292 cultivadas con 1 µg/ml de 

hidroxiurea se encuentra inhibida en mayor medida la proliferación celular, a diferencia de 

las células cultivadas con 20% de SFB. 
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Figura 14. Evaluación de la proliferación celular en células H292 marcadas con 10 µM CFSE. 
Día 1 (D1; 5.5 mM= 90.95%, 11 mM= 90.61% y 25 mM= 90.96%), Día 3 (D3; 5.5 mM= 98.96%, 11 mM= 
98.85% y 25 mM= 98.86%) y día 6 (D6; 5.5 mM= 99.88%, 11 mM= 99.85% y 25 mM= 99.82%) de cultivo 
bajo condiciones de normoglucosa (5.5 mM de glucosa) y alta glucosa (11 y 25 mM de glucosa). No se 
encontraron diferencias estadísticamente significativas, n=3.  
B2) Histograma que muestra la intensidad de fluorescencia media de las células H292 marcadas con 10 
µM de CFSE cultivadas durante 6 días con 5.5 mM de glucosa. Los controles evaluados fueron los 
siguientes: 1 µg/ml de hidroxiurea (rosa; IFM= 42,810.15) y 0.1 µg/ml de hidroxiurea (verde; IFM= 
27,986.33), además del cultivo al 20% SFB (azul; IFM= 20,705.67). 
C) Porcentaje de proliferación celular en células H292 marcadas con 10 µM CFSE y cultivadas en 5.5, 
11 y 25 mM de glucosa, n=3. 
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8.8   Evaluación de la relación piruvato/lactato en células H292 cultivadas en 

condiciones de normoglucosa y alta glucosa. 

 

La evaluación de la activación de la vía glucolítica a través de la relación piruvato/lactato, 

fue determinada a partir de medios condicionados recuperados de las inmunotinciones 

analizadas previamente. Las condiciones evaluadas fueron las siguientes; 5.5 mM, 11 mM 

y 25 mM de glucosa sin SDF-1. En la Figura 15 se observa una mayor concentración de 

piruvato/lactato en las condiciones con alta glucosa; 17.2 nMol/µl en 11 mM, y 15.7 nMol/µl 

en 25 mM, con respecto a la condición con normoglucosa que fue de 12.5 nMol/µl en 5.5 

mM. Lo cual parece indicar que existe una mayor producción de piruvato/lactato en cultivos 

con alta glucosa extracelular, sin embargo, estos resultados no son estadísticamente 

significativos. Los resultados presentados se obtuvieron a partir de 3 experimentos 

independientes. 

 

 

Figura 15. Concentración de piruvato/lactato generada en células H292 cultivadas durante 24 horas bajo 
condiciones de normoglucosa (5.5 mM) y alta glucosa (11 mM y 25 mM); Las concentraciones de 
piruvato/lactato que se obtuvieron por condición son las siguientes; 5.5 mM= 12.5 nMol/µl, 11 mM= 17.2 
nMol/µl y 25 mM= 15.7 nMol/µl, n=3. 
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9.   DISCUSIÓN 

 

Las quimiocinas y sus receptores han sido objeto de estudio en las últimas décadas debido 

a que su unión permite la regulación de la proliferación, invasión, diferenciación, 

angiogénesis y metástasis en células tumorales.  Sin embargo, aún es escasa la 

información disponible acerca de la regulación de las funciones biológicas que las 

quimiocinas ejercen en el proceso neoplásico bajo cultivos en alta glucosa extracelular. 

Lo anterior es particularmente importante debido a que se ha reportado que las células 

neoplásicas tiene el metabolismo de la glucosa acelerado, lo cual favorece su desarrollo y 

proliferación (Hanahan D y Weinberg RA, 2011). Por esta razón el presente trabajo de tesis 

tiene como objetivo principal investigar si en condiciones de cultivo en alta glucosa se 

modifican las funciones biológicas y la expresión del receptor de quimiocinas CXCR4 en 

células de carcinoma mucoepidermoide de pulmón, un tipo de cáncer poco frecuente y muy 

agresivo. 

Se ha documentado recientemente que las células endoteliales microvasculares dérmicas 

humanas cultivadas durante 7 días en normoglucosa (5.5 mM) y alta glucosa (30 mM) 

cambian su morfología de ovalada en forma de adoquín (5.5 mM) a alargada en forma de 

adoquín (30 mM) (Quiao L et al., 2017). En nuestros resultados se puede observar que la 

morfología de las células H292 no se ve afectada debido al cultivo de 24 horas en alta 

glucosa (11 y 25 mM). Lo anterior podría indicar que las diferencias en la morfología de 

células cultivadas en alta glucosa pueden variar entre tipos celulares  y/o si se trata de 

células primarias o cultivos celulares, o por el tiempo de cultivo. Por otro lado, Kruse CR y 

col. documentaron con anterioridad que en fibroblastos y queratinocitos se ve afectada la 
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viabilidad al cultivarse en concentraciones de 26 mM de glucosa, sin embargo, en 

concentraciones por debajo de ésta, la viabilidad no disminuye, todo lo mencionado con 

anterioridad en un período de 5 días de cultivo (Kruse CR et al., 2016). Por el contrario 

nuestros resultados demuestran que en células H292 no se ve comprometida la viabilidad 

en cultivos de 25 mM de glucosa en un tiempo de exposición de 24 horas. Probablemente 

las células H292 expuestas durante un periodo más largo a concentraciones de alta glucosa 

puedan disminuir su viabilidad, por esta razón, serán necesarios en un futuro experimentos 

adicionales. 

En cuanto a la expresión del receptor CXCR4 en células H292, nuestros resultados indican 

que estas células tienen una expresión basal baja de CXCR4. La cual no se encontró sobre-

regulada por concentraciones altas de glucosa extracelular. Lo anterior contrasta con 

estudios realizados en células Jurkat y VSMCs, los cuales reportan un incremento en la 

expresión de CXCR4 en cultivos con alta glucosa extracelular (Lan X et al., 2013; Jie W et 

al., 2010). Además, nuestros resultados muestran que la estimulación de 24 horas con SDF-

1 no regula la expresión del receptor CXCR4 en células H292 cultivadas en condiciones de 

normoglucosa y alta glucosa extracelular. Sin embargo,  se ha reportado con anterioridad 

que la quimiocina SDF-1a es capaz de regular la expresión del receptor CXCR4 en células 

VSMCs de rata cultivadas en 25 mM de glucosa  (Jie W et al., 2010). Asimismo, en células 

de cáncer de próstata también se observa una regulación positiva en la expresión de 

CXCR4 por medio de SDF-1a en condiciones de cultivo normales (Kurkreja P et al., 2005).  

 

Por otra parte, se ha documentado que la unión de CXCL12 con el receptor CXCR4 

promueve la capacidad migratoria de varios tipos celulares, entre ellos se encuentran 

células de cáncer de endometrio, cáncer de pulmón de células no pequeñas, y cáncer de 

próstata. (Phillips RJ et al., 2003; Liu P et al., 2016; Gu Q et al., 2015; Kukreja P et al., 
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2005).  Sin embargo, actualmente se han realizado pocos estudios que determinen el efecto 

en la capacidad migratoria regulada por la unión SDF-1/CXCR4 en cultivos con alta glucosa 

extracelular. Al respecto, se ha reportado que en VSMCs cultivadas en alta glucosa (25 

mM) se regula de manera positiva la capacidad migratoria, la cual es mediada por la unión 

de la quimiocina SDF-1 con su receptor CXCR4 (Jie W et al., 2010). Por otra parte, nuestros 

resultados muestran que en células H292 cultivadas en alta glucosa (11 mM) se presenta 

un mayor porcentaje de migración en comparación con las células cultivadas en 

normoglucosa (5.5 mM), la cual parece estar favorecida por el estímulo con 10 ng/ml de 

SDF-1, ya que el incremento en el porcentaje de cierre de herida fue estadísticamente 

significativo. Sin embargo, nuestros resultados parecen indicar que la migración presentada 

en células H292 cultivadas en alta glucosa no está regulada por la unión de la quimiocina 

SDF-1 con el receptor CXCR4. Por tal motivo sería interesante realizar estudios posteriores 

que determinen si la migración presentada en nuestro trabajo podría estar regulada por la 

unión del receptor CXCR7 con la quimiocina SDF-1, pues se ha reportado que la quimiocina 

SDF-1 puede unirse no sólo con CXCR4, sino también con el receptor CXCR7, además de 

que esta última puede promover la migración de las células tumorales (Franco R et al., 

2012; Miao Z et al., 2007). Aunado a este reporte, se ha determinado la sobreexpresión del 

receptor de quimiocinas CXCR7 en células y tejidos tumorales derivados de cáncer 

pulmonar (Iwakiri S et al., 2009). 

Respecto a la capacidad proliferativa de las células tumorales cultivadas en alta glucosa, 

se ha reportado que en VSMCs cultivadas bajo 25 mM de glucosa es regulada de manera 

positiva la proliferación, la cual es favorecida por la unión SDF-1a/CXCR4 (Jie W et al., 

2010). No obstante, nuestros resultados señalan que no hay diferencias significativas en la 

proliferación de las células H292 cultivadas en alta glucosa (11 mM y 25 mM) en 

comparación con las células cultivadas en normoglucosa (5.5 mM), lo anterior se determinó 
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a partir de un periodo de evaluación de 6 días. Sin embargo, se ha determinado que al 

cultivar BMSCs en alta glucosa se inhibe el receptor de quimiocinas CXCR4 y la 

proliferación celular, debido a la activación de GSK3b (Zhang B et al., 2016). Lo anterior 

podría sugerir que en células de cáncer de pulmón cultivadas en condiciones de alta 

glucosa se pudiera estar inhibiendo la expresión del receptor de quimiocinas CXCR4 y en 

consecuencia la actividad proliferativa mediada por la unión de SDF-1 con CXCR4. Para 

comprobar lo anterior, es necesario realizar más estudios que refuercen esta teoría. 

Por otro lado, los resultados obtenidos en células H292 cultivadas durante 24 horas en 

condiciones de alta glucosa muestran un aumento en la relación piruvato/lactato en 

comparación con las células cultivadas en condiciones de normoglucosa; no obstante, la 

diferencia entre condiciones no fue significativa. En el año 1923, Otto Warburg y sus 

colaboradores descubrieron que las células cancerosas producen hasta un 70% de lactato 

por encima de lo normal, incluso en condiciones aeróbicas, lo cual se debe a su alteración 

en el metabolismo de la glucosa (Warburg O, et al., 1923; San-Millán I y Brooks GA, 2017). 

Aunque en nuestros resultados no se presenten diferencias significativas en el porcentaje 

de piruvato/lactato generado en células H292 cultivadas en alta glucosa, sí se puede sugerir 

una posible activación de la vía glucolítica de estas células en cultivos con alta glucosa 

extracelular (11 mM y 25 mM). 
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10.  CONCLUSIONES 

 

•   Las células H292 tienen una expresión basal muy baja del receptor de quimiocinas 

CXCR4. 

•   La expresión del receptor CXCR4 no está regulada por alta glucosa extracelular. 

•   La estimulación de las células H292 con la quimiocina CXCL12 (SDF-1) no regula la 

expresión del receptor CXCR4. 

•   La estimulación con CXCL12 favorece la migración en células H292 bajo condiciones 

de cultivo en alta glucosa extracelular (11 mM). 

•   La proliferación en células H292 no es mediada por alta glucosa extracelular. 

•   Se sugiere que la vía glucolítica en células H292 es activada bajo condiciones de 

cultivo en alta glucosa extracelular (11 mM y 25 mM). 
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12.  ANEXOS 

 

Inmunotinción para HLA-ABC como prueba de bloqueo en células H292. Buffer de 

tinción y PBS. 

 

Con el objetivo de probar la eficiencia de bloqueo en células H292 se realizó inmunotinción 

con diferentes condiciones de bloqueo. Para la realización del experimento se despegaron 

con buffer de disociación celular no enzimático células H292 al 80% de confluencia, las 

cuales posteriormente se dividieron en dos grupos: células mantenidas en buffer de tinción 

y células mantenidas en PBS. Por condición a cada 50,000 células se les bloqueo con 1 µL 

de IgG (11.9 mg/ml), con 10% ó 5% de SFB, además por otro lado se incluyeron dos 

condiciones; células sin bloqueo y células bloqueadas sin tinción con HLA-ABC (BioLegend, 

EUA), posteriormente fueron incubadas durante 20 minutos a temperatura ambiente. 

Después del tiempo de incubación, por condición determinada, se añadieron a las células 

2 µL de HLA-ABC (BioLegend, EUA) y se incubaron durante 25 minutos a 4ºC protegidas 

de la luz, las cuales posteriormente fueron lavadas con 300 µL de BT y se centrifugadas a 

250 xg durante 5 minutos a temperatura ambiente, finalmente se resuspendieron en 250 µL 

de BT para ser adquiridas y analizadas por citometría de flujo. 

 

En la Figura 13 se muestran las intensidades de fluorescencia media para cada condición 

experimental: células sin bloqueo, células bloqueadas con 10% de SFB, células bloqueadas 

con 5% de SFB, condición de autofluorescencia y células bloqueadas con IgG, todas las 

condiciones fueron teñidas con HLA-ABC (en azul las condiciones mantenidas en buffer de 
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tinción y en rojo las condiciones que se mantuvieron en PBS) a excepción del control de 

autofluorescencia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Intensidad de Fluorescencia Media (IFM) de HLA en células H292 mantenidas en BT 
y PBS: sin bloqueo y bloqueadas con 10% de SFB, 5% de SFB e IgG. 
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