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INTRODUCCIÓN 
 

CÁNCER 
Mortalidad del cáncer 
El cáncer es la principal causa de muerte a nivel mundial; en 2018 se calcula que 

provocó 9.6 millones de defunciones, y se identifican cinco tipos de cáncer 

responsables del mayor número de fallecimientos: cáncer pulmonar (1,8 millones 

de muertes), cáncer colorectal (881 000 muertes), cáncer gástrico (783 000 

muertes) cáncer hepático (782 000 muertes), y cáncer de mama (627 000 muertes). 

El cáncer de pulmón es responsable de casi una de cada cinco muertes por cáncer 

en todo el mundo en hombres (22%). En mujeres, el cáncer de pulmón es la 

segunda causa de muertes por cáncer (13.8%) (IARC, 2018). 

 

En México durante 2018, de las muertes ocasionadas por tumores, destacan, el 

cáncer de mama (6 884 muertes), el cáncer de próstata (6 915 muertes) y el cáncer 

de pulmón (6 733) (GCO, 2018).  

 

Generalidades 
El cáncer es una enfermedad que afecta a los organismos multicelulares. Las 

células que conforman a estos organismos multicelulares mantienen una relación 

muy estrecha para llevar a cabo su metabolismo de forma coordinada y para 

mantener el control del metabolismo existen muchos mecanismos de regulación que 

al verse afectados pueden generar problemas en la función celular.  

 

Desde el punto de vista biológico, el cáncer se caracteriza por un desequilibrio entre 

la proliferación y muerte celular, dando como resultado poblaciones celulares que 

evaden la muerte celular y que pueden invadir y destruir los tejidos que las rodean, 

así como hacer metástasis y colonizar tejidos distantes al sitio de origen. Esta 

enfermedad en la mayoría de los casos resulta en un deterioro progresivo del 

individuo y su muerte (Granados & Gómez, 1999).  

 

El cáncer es una enfermedad genética causada por mutaciones en oncogenes, 

genes supresores de tumores y genes de estabilidad. (Romero-García et al., 2011). 
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Normalmente las células del cuerpo que envejecen mueren y, si en algún momento 

estas llegan a tener algún daño que altere su funcionamiento, se activan 

mecanismos para eliminarlas. En cambio, las células tumorales logran sobrevivir y 

continuar su proliferación hasta llegar a formar tumores.   

 

Las células tumorales adquieren características que las diferencian de las células 

sanas. Estas células tumorales mantienen activa la señalización que permite su 

proliferación, evaden los mecanismos supresores del crecimiento, evaden la 

eliminación por el sistema inmune, tienen inmortalidad replicativa, promueven la 

inflamación, activan mecanismos de invasión y metástasis, e inducen la 

angiogénesis en los sitios donde se encuentran; también presentan inestabilidad 

genómica y mutaciones, resistencia a la muerte celular y desregulación de la 

energía celular. (Hanahan & Weinberg, 2011). Los factores que provocan dichos cambios son 

de naturaleza diversa y su efecto rara vez puede estudiarse de forma individual, 

pues el cáncer es consecuencia de la interacción de múltiples factores. 

 

Carcinogénesis  
El proceso de carcinogénesis se puede dividir en:  

1) Iniciación: Ocurre un cambio genético que es permanente y heredable, estos 

cambios pueden dar lugar a tumores benignos o malignos (Figura1, A). 

2) Promoción: Se refiere al crecimiento del tejido, y es un proceso reversible en el 

que se acumulan otras alteraciones genéticas (Figura 1, B). 

3) Progresión: Es la etapa en la que las células genéticamente alteradas perpetúan 

su crecimiento y proliferación invadiendo los tejidos y llegan a hacer metástasis 

hacia otras partes del organismo (Figura 1, C) (Granados & Gómez, 1999). 
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Figura 1. Carcinogénesis. La carcinogénesis se inicia cuando, en un tejido normal, 
una célula sufre una modificación irreversible (A, iniciación). Después, la célula sufre 
otras alteraciones genéticas que promueven su proliferación y la acumulación de 
daños (B, promoción). Por último, la población de células alteradas durante la 
promoción progresa hacia un fenotipo maligno (C, Progresión). Durante esta 
secuencia, las células tumorales adquieren una serie de características comunes en 
los diferentes tipos de cáncer.  

 

Cáncer de pulmón 
El cáncer de pulmón se desarrolla tanto de células pulmonares como bronquiales. 

Existen dos tipos importantes de acuerdo con su origen y comportamiento, estos 

son el cáncer pulmonar de células no pequeñas y el cáncer pulmonar de células 

pequeñas. 

 

El cáncer pulmonar de células no pequeñas se subdivide principalmente en 

carcinoma epidermoide o escamoso, adenocarcinoma y carcinoma de células 

grandes, mientras que el cáncer pulmonar de células pequeñas agrupa tipos 

combinados de cáncer. 

El carcinoma epidermoide o de células escamosas suele localizarse en los 

bronquios. Causa obstrucción, colapso del tejido pulmonar y neumonía. Tiende a 

hacer metástasis en ganglios linfáticos hiliares y mediastínicos. Empieza en las 

células escamosas (células de la piel, el revestimiento de los órganos huecos, y en 

el revestimiento de los aparatos respiratorio y digestivo) y está conformado por 

células delgadas y planas (Granados & Gómez, 1999). 

 

El adenocarcinoma se localiza con frecuencia en la periferia del pulmón. Se origina 

en las glándulas mucosas, el epitelio de bronquios o bronquiolos (Granados & Gómez, 1999). 
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El adenocarcinoma representa el 50% de los casos y a menudo es asintomático ya 

que su ubicación es periférica, su crecimiento es lento, pero puede hacer metástasis 

temprana (Ginsberg et al., 2007). 

 

En la mayoría de los casos, el carcinoma de células grandes tiene una localización 

periférica y puede ser voluminoso (20-30% de los casos) ya que forma una especie 

de cavidad rellena de aire o líquido. La metástasis del carcinoma de células grandes 

suele ser tardía (Granados & Gómez, 1999). 

 

El carcinoma de células pequeñas ocurre como masa central en el 80% de los 

casos, hace metástasis muy rápidamente y está estrechamente relacionado con el 

hábito de fumar (Granados &, Gómez, 1999). 

 

Microambiente tumoral 
Los tumores contienen múltiples tipos de células con diferentes tipos de 

interacciones entre sí (Figura 2) (Hanahan & Weinberg, 2011). Además, el microambiente 

tumoral está conformado por vasculatura y matriz extracelular (Quail & Joyce, 2013), así 

como una red de moléculas de señalización como citocinas, quimiocinas y 

exosomas (Quail & Joyce, 2013). Dadas las múltiples interacciones entre las células 

presentes en el microambiente tumoral, el entendimiento de éste ya no puede 

restringirse a enumerar las características de las células tumorales, sino que se 

deben estudiar las interacciones celulares que están presentes en el microambiente 

tumoral (Hanahan & Weinberg, 2011). 

 

Las células tumorales modifican su metabolismo y su microambiente, además, 

requieren altas demandas de ATP, oxígeno, carbono, NADPH y NADH debido a su 

intensa replicación celular. A su vez, las células tumorales pueden reprogramar su 

metabolismo en función de los cambios microambientales, como la acidosis, la 

fuente de carbono y la disponibilidad de oxígeno. Las células tumorales incrementan 

la glucólisis y la glutaminólisis para satisfacer sus demandas de ATP y NADPH. 

(Romero-García et  al., 2011). 
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La glucosa es el sustrato metabólico principal de la mayoría de las células de los 

mamíferos. En el citoplasma de las células, la glucólisis transforma una mol de 

glucosa en dos moles de piruvato y con esto, genera dos moles de ATP y NADH 

por cada mol de glucosa. El piruvato generado en la glucólisis es utilizado en el ciclo 

del ácido tricarboxilico (ciclo de Krebs), lo que produce una gran cantidad de 

moléculas de ATP. Cuando las células tienen un aporte limitado de oxígeno o un 

impedimento genético que impide la oxidación del piruvato, éste es reducido a 

lactato en el citoplasma por la enzima lactato deshidrogenasa. El exceso de lactato 

producido se exporta fuera de la célula y contribuye a la acidificación del entorno 

celular (Ortega et al., 2009). 

La glucólisis es energéticamente menos eficiente que otras vías como la 

fosforilación oxidativa o el ciclo de Krebs; sin embargo, cumple con funciones 

fundamentales para la célula ya que suministra metabolitos importantes para la 

composición de nuevas células, así como la energía necesaria para su ensamblaje. 

Por lo tanto, una mayor multiplicación celular hace necesaria una mayor actividad 

glucolítica que a su vez requerirá una mayor captación de glucosa (Ortega et al., 2009). 

 

Cuando las células tumorales aumentan su actividad glucolítica también aumentan 

la producción de ácido láctico, lo que genera un ambiente tóxico para las células 

adyacentes. Este ambiente no es del todo tóxico para las células tumorales, ya que 

han desarrollado mecanismos que les permiten tolerarlo (Romero-García et al., 2011). 

 

Además del exceso de ácido láctico, la hipoxia es otro factor que se asocia con la 

acidosis en el medio extracelular (Romero-García et al., 2011), ya que las células endoteliales 

vasculares producen nuevos vasos sanguíneos para suministrar oxígeno y eliminar 

desechos metabólicos, pero son vasos sanguíneos incompletos y con una función 

mínima (Hanahan & Folkman, 1996).  También es posible que el microambiente tumoral se 

acidifique en condiciones de normoxia, debido al efecto Warburg (Romero-García et al., 

2011). 
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Después de una mortalidad celular sustancial inicial, la acidósis (6.0-6.6 (Xie et al. 2014; 

Barar & Omidi 2013; Gottfried et al., 2006). selecciona fenotipos tumorales resistentes. También 

promueve la degradación de la matriz extracelular y el aumento de la invasividad de 

las células tumorales (Moellering et al., 2008). 

 

 

 

Figura 2. Células del microambiente tumoral. Un conjunto de distintos tipos de 
células constituye la mayoría de los tumores sólidos. Tanto el parénquima como el 
estroma de tumores contienen distintos tipos de células y subtipos que, 
colectivamente, permiten el crecimiento y la progresión del tumor. 
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SISTEMA INMUNE 
El cuerpo humano está constantemente amenazado por factores externos que 

pueden afectar su homeostasis, tales como virus, bacterias, hongos, parásitos, 

sustancias tóxicas, agentes mutagénicos e incluso el daño físico como tal. Así 

mismo, mediante la proliferación celular, surgen mutaciones en el genoma que 

pueden llevar al desarrollo de células tumorales, esto puede o no ser provocado e 

intensificado por agentes externos como la radiación. Para afrontar el daño, el 

cuerpo cuenta con un sistema encargado de su vigilancia y protección, éste es el 

sistema inmune. 

 

Respuesta innata 
La respuesta inmune puede ser innata o adaptativa, estos sistemas no operan 

independientemente el uno del otro, sino que actúan cooperativamente produciendo 

una respuesta sumamente eficaz. La inmunidad innata responde casi 

inmediatamente a las señales de las células dañadas y a los microorganismos que 

infectan al ser humano. Los receptores de las células de la respuesta innata son 

poco específicos y reconocen estructuras moleculares comunes en los 

microrganismos, además, no discriminan entre unos y otros (Abbas et al., 2018). Por otra 

parte, se dice que la inmunidad innata no tiene mecanismos de memoria y su 

magnitud es más o menos la misma durante la vida de los animales o del ser 

humano que cuentan con estos mecanismos de defensas, que son los más 

primitivos, evolutivamente hablando. 

 

Entre los componentes de la inmunidad innata existen barreras mecánicas como la 

piel, las membranas mucosas, la acidez del contenido estomacal y el sudor. 

También está compuesta por diversas células como las fagocíticas (monocitos, 

neutrófilos sanguíneos y macrófagos tisulares) así como de algunas moléculas 

solubles y las moléculas del complemento (Goldsby et al., 2007). 
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Respuesta adaptativa  
Con la presencia de un antígeno persistente en el organismo, alrededor de cinco o 

seis días después de la primera exposición, se genera la inmunidad adaptativa. Los 

linfocitos son las células encargadas de llevar a cabo la respuesta inmune 

adaptativa, esto mediante la expresión de un gran número de receptores capaces 

de reconocer una gran cantidad de antígenos, estas células logran reconocer lo 

propio de lo extraño y generan memoria para una respuesta más eficaz en caso de 

haber una segunda exposición al antígeno. Existen dos poblaciones principales de 

linfocitos, los linfocitos B y T (Abbas et al., 2018; Goldsby et al., 2007). 

 

Linfocitos B 
Los linfocitos B maduran en la medula ósea y al salir de ahí, cada célula ya cuenta 

con un anticuerpo en específico sobre su membrana. Cuando un linfocito B 

encuentra un antígeno con el que es compatible, comienza a dividirse con rapidez 

y se diferencía como linfocito B de memoria o linfocito B efector (células 

plasmáticas). Las células plasmáticas se encargan de producir anticuerpos 

solubles, estos anticuerpos son los principales encargados de la inmunidad humoral 

(Goldsby et al., 2007). 

 

Linfocitos T 
Los linfocitos T también se generan en la medula ósea, pero estas migran al timo 

para terminar su maduración. Los linfocitos T expresan en su membrana una 

molécula de unión al antígeno única (TCR). Existen dos subpoblaciones de linfocitos 

T llamados linfocitos T colaboradores (TH) y linfocitos T citotóxicos (TC) y las 

podemos identificar por la presencia de las proteínas de membrana CD4 en los 

linfocitos TH y CD8 en los linfocitos TC 
(Goldsby et al., 2007). 

 

Activación de linfocitos T  
La activación de los linfocitos T comienza con un pequeño grupo de células naive 

las cuales son específicas para un antígeno. Estas células están encargadas de 

eliminar dicho antígeno una vez que pasan a su etapa efectora. También, es en esta 

etapa cuando se multiplican y generan una gran cantidad de células de memoria 

con la misma especificidad, las cuales reaccionarán rápidamente en caso de que 
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este antígeno vuelva a presentarse en el cuerpo. Los linfocitos T son altamente 

específicos con el antígeno que reconocen (Abbas et al., 2018). 

 

Para que los linfocitos T reconozcan el antígeno extraño y puedan pasar a su fase 

efectora, es necesario que el antígeno se presente en forma de péptido, esto 

requiere de una APC, que se encarga de reconocer al antígeno y procesarlo para 

obtener una forma peptídica, una vez que el antígeno está en su forma peptídica los 

linfocitos T lo reconocen mediante la presentación antigénica a través de la 

interacción de su TCR con la molécula del MHC de las APC (Goldsby et al., 2007). 

 

Linfocitos T CD4 
Los linfocitos T CD4 reconocen péptidos (18-25 a.a.) que se unen a moléculas MHC 

de clase ll en la superficie de las células presentadoras de antígeno profesionales 

(p. ej. macrófagos, linfocitos B, células dendríticas). Las moléculas de MHC-ll 

presentan moléculas derivadas de patógenos extracelulares y antígenos solubles 

(Arnaiz-Villena et al., 1995). Los linfocitos T CD4 ayudan a otras células del sistema inmune 

a responder contra las fuentes de infección (Parham & Janeway, 2006). 

 

Una vez que el linfocito T CD4 reconoce el complejo antígeno/molécula del MHC-ll 

se activa y comienza a secretar diversas citocinas con la función de activar a las 

células B, los linfocitos T CD8, macrófagos, entre otras (Goldsby et al., 2007). 

 

Linfocitos T CD8 
Los linfocitos T CD8 (citotóxicos) reconocen fragmentos peptídicos (8-11 a.a.) 

unidos a moléculas MHC-l. Las moleculas MHC-l presentan péptidos derivados de 

proteínas endógenas (Arnaiz-Villena et al., 1995). 

Los linfocitos T CD8 tienen como función destruir las células que han sido infectadas 

por un virus o algún otro patógeno intracelular, células tumorales y las células de un 

injerto de tejido extraño. Esta respuesta previene la multiplicación del patógeno y la 

infección de células sanas (Parham & Janeway, 2006). 

Una vez que ha ocurrido la presentación antigénica, los linfocitos T CD8 patrullan el 

cuerpo e identifican el péptido en cuestión sobre la membrana de la célula infectada 
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o tumoral a través de su molécula del MHC-l. Al encontrar una de estas células y 

reconocerla como tal, el linfocito T CD8 puede eliminarla de diferentes maneras: 

 

• Por una lesión en la membrana mediada por microtúbulos poliméricos de 

perforina los cuales atraviesan la membrana y ocasionan muerte lítica. 

• Por la inducción de apoptosis mediante granzimas que logran ingresar a la 

célula a través de los microtúbulos de perforina. 

• Por la interacción de las moléculas Fas (en la membrana de la célula blanco) 

con Fas-L (en la membrana del linfocito T citotóxico activado). Esta 

interacción inicia una cascada de señalización que induce la apoptosis 

(muerte celular programada) de la célula blanco. 

  

Una vez que las células mueren, el linfocito T CD8 continúa su recorrido a través 

del cuerpo hasta encontrar otra célula a la cual destruir (Figura 3) (Goldsby et al., 2007). 

 

MECANISMOS DE EVASIÓN A LA MUERTE DE LAS CÉLULAS TUMORALES 
Inmunoedición del cáncer 
Dentro de un mismo tumor existen diferentes variantes de células tumorales, estas 

pueden ser poco o muy inmunogénicas (esto es, que inducen una respuesta 

inmune) y el sistema inmune se encarga de eliminar las más inmunogénicas, de 

manera que las variantes menos inmunogénicas son las que logran dar progresión 

al tumor. A esto se le ha llamado inmunoedición del cáncer (Dunn et al., 2006). 

 

En 2004 se reportó que las células tumorales que expresan altos niveles de PD-L1 

eran significativamente más resistentes para evadir a los linfocitos T citotóxicos (Blank 

et al., 2004), y fue hasta 2008 que se confirmó el papel de PD-L1 como participe en la 

resistencia de las células tumorales frente a los estímulos pro-apoptóticos y se 

propuso que PD-L1 transmitía señales protectoras a las células tumorales ya que 

eran resistentes a la citotoxicidad de los linfocitos T aun cuando estos no 

expresaban PD-1 (Azuma et al,. 2008). 
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Figura 3. Respuesta efectora del linfocito t citotóxico hacia las células tumorales. En 
el sitio del tumor, el linfocito T CD8 identifica el antígeno tumoral sobre la membrana 
de la célula tumoral a través de su molécula MHC-l para eliminarla a través de la 
interacción de Fas/FasL, o con la secreción de perforina y granzimas. 
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ANTECEDENTES 
 

PD-1  
El receptor de muerte programada PD-1 o CD279 se considera una molécula 

coestimuladora inhibitoria, es codificada por el gen Pdcd1 en el cromosoma 2 en 

humano y consta de 288 residuos de a.a. También es miembro de la superfamilia 

de las Inmunoglobulinas y es expresado por los linfocitos T y B activados, timocitos, 

monocitos, células NK y ciertas células dendríticas. Se han descrito dos ligandos 

para PD-1, PD-L1 y PD-L2 (Vargas-Rojas et al., 2008; Jiang et al., 2019). 

 

PD-L1 

El ligando de muerte programada fue el primer ligando de PD-1 descubierto (Dong et 

al., 1999), también es conocido como B7-H1 o CD274, y es una glicoproteína 

transmembranal de tipo l con dominio extracelular tipo IgC e IgV, se encuentra en 

el cromosoma 9 del humano, es codificado por el gen Cd274 y consta de 290 

residuos de a.a. (Vargas-Rojas et al., 2008).  

 

Una gran variedad de tejidos sanos expresa la molécula PD-L1, y se ha encontrado 

una alta expresión en placenta, corazón, pulmón e hígado, una baja expresión en 

bazo, ganglios linfáticos y timo. (Vargas-Rojas et al., 2008). PD-L1 también se expresa en 

endotelio vascular, fibroblastos reticulares, células hepáticas no parenquimatosas 

células madre mesenquimáticas, astrocitos, células neuronales y queratinocitos (Keir 

et al., 2008). 

 

Se ha encontrado una expresión anormalmente alta de PD-L1 en células tumorales 

(Qin T., et al. 2015), y se ha llegado a considerar que esta molécula es un importante 

regulador negativo de la respuesta inmune antitumoral (Dong et al.,1999). Se ha reportado 

que PD-L1 se sobreexpresa en algunos tipos de cáncer como glioblastoma, 

melanoma, y cáncer de pulmón, ovario, colon, cabeza, cuello y mama (Dong et al., 2002; 

Strome S.E. & Chen L., 2004; Wintterle, S., et al., 2003; además de en diversas líneas celulares 

tumorales (Dong et al. 2002).  
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Por otra parte, se ha asociado la sobreexpresión de PD-L1 con un mal pronóstico 

en pacientes con cáncer (Dong H. et al., 2002; Escors D., et al., 2018). Por ejemplo, en un estudio 

hecho en pacientes con carcinoma de células renales, los pacientes, cuyos tumores 

mostraron una mayor expresión de PD-L1, fueron más propensos a morir (Thompson 

R.H., et al. 2004). Por otro lado, se ha visto, que el bloqueo de la vía PD-1/PD-L1 con 

anticuerpos monoclonales anti-PD-L1 potencia la respuesta antitumoral en modelos 

de cáncer murino (Strome et al. 2003). 

 

Cabe mencionar, que no se ha encontrado relación entre el mRNA para PD-L1 y 

un mejor o peor pronóstico para los pacientes con cáncer (Goltz et al., 2017), además de 

que distintas rutas de señalización pueden regular la expresión de la molécula PD-

L1, por lo que los mecanismos exactos pueden variar considerablemente. (Chen et al., 

2016). 

Además, se encontró una nueva variable de empalme de PD-L1 en células 

mononucleares de sangre periférica activadas, y al comparar las isoformas se 

encontraron distintos patrones de localización entre ambas, y el patrón de expresión 

de la variante de empalme fue distinta en diferentes individuos y en distintos 

estadíos celulares. El empalme alternativo puede ser un regulador transcripcional 

que modula la expresión de PD-L1 (He et al. 2005). 

 

Factores que estimulan la expresión de PD-L1 

Se ha demostrado en modelos murinos que la expresión de PD-L1 en células 

tumorales aumenta en presencia de anticuerpos como anti-IgM, anti-CD40 o anti 

CD3, y a estímulos tales como LPS, IFN-, IL-12 y el GM-CSF (Vargas-Rojas et al., 2008). 

En cáncer de pulmón, el IFN- induce la expresión de PD-L1, lo que conlleva a un 

escape inmune por parte de las células tumorales (Zhang et al. 2017). 

Además, varios reguladores de PD-L1 se han asociado también con el cáncer, por 

ejemplo: JAK2 (Ikeda et al., 2016; Clave et al., 2018), PTEN, MAPK, PI3K, HIF-1a, STAT3 (Marzec 

et al., 2008; Chen et al., 2016), TNF-α, NF-κB (Gowrishankar et al., 2015), e INF-. 
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La vía PD-1/PD-L1 
La vía PD-1/PD-L1 mantiene el equilibrio entre la tolerancia y la autoinmunidad, si 

su expresión es deficiente o excesiva, se pueden desencadenar efectos adversos 

para el cuerpo (Zamani et al., 2016). La expresión de PD-L1 en células tumorales juega un 

papel importante en la evasión a la muerte ya que inhibe la función de los linfocitos 

T (Blank & Mackensen, 2007; Prado-García et al., 2009). Después de la unión de PD-L1 con su 

receptor PD-1, se reduce la secreción de citocinas por parte de los linfocitos T (Jiang 

et al, 2019), así como la producción de granzima-B (Prado-Garcia, et al. 2017), y se ha 

demostrado que en tumores activados in vitro aumenta la apoptosis de los linfocitos 

T que responden al tumor (Dong et al. 2002).  

 

La expresión de PD-L1 aumenta en cultivos con niveles bajos de oxígeno en 

linfocitos T, células dendríticas y macrófagos murinos. Así como en líneas celulares 

de cáncer de próstata, mama y células de cáncer colorrectal humano (Barsoum et al., 

2014). También se ha visto que la hipoxia es un factor en el microambiente tumoral 

que interviene en la regulación de PD-L1 en carcinoma renal de células claras (Ruf et 

al., 2016). 

 

Se ha sugerido que PD-L1 contribuye a la progresión del tumor mediante la 

modulación del metabolismo de la glucosa, ya que las células tumorales consumen 

una gran cantidad de la glucosa del microambiente tumoral inhibiendo a los linfocitos 

T dependientes de glucólisis aeróbica para ejercer su toxicidad. Al bloquear la vía 

PD-1/PD-L1, los niveles de glucosa son restaurados en el microambiente tumoral, 

lo que sugiere que el metabolismo glucolítico está regulado por esta vía en células 

tumorales (Chang et al., 2015; Palmer, 2015)  

 

De hecho, al bloquear la molécula PD-L1 mediante anticuerpos, Palmer et al. 

observaron que se redujo la traducción de mRNA para enzimas glucolíticas y los 

mismos resultados se obtuvieron al silenciar PD-L1; sin embargo, a pesar de esta 

reducción, no se observó inhibición alguna en la tasa de crecimiento del tumor al 

menos en este modelo de sarcoma murino (Palmer et al. 2015). La reducción de las 

enzimas glucolíticas también se comprobó en melanoma murino y en líneas 
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celulares de cáncer de ovario, estas pruebas se realizaron en ausencia de linfocitos 

T, por lo que se puede asumir que no es necesaria la presencia de PD-1 para activar 

las vías de señalización de PD-L1 (Clark et al. (2016). 

 

El efecto Warburg 
En 1927, Otto Warburg reportó que las células tumorales aumentan su glucólisis, y 

generan una gran producción de lactato a partir de piruvato, incluso en condiciones 

de normoxia (Warburg et al. 1927). 

El lactato, juega un papel importante en el microambiente tumoral, como resultado 

del efecto Warburg, las células tumorales secretan una gran cantidad de lactato, lo 

que a su vez reduce el pH hasta valores de 6.0-6.5 (Xie et al. 2014). También, se ha 

reportado que, en el microambiente tumoral, pueden encontrarse concentraciones 

de lactato de hasta 40 mM (Walenta et al. 2000). 

La glucosa no es la única fuente de carbono de las células tumorales. Se ha 

reportado que una disminución en la disponibilidad de oxígeno o glucosa induce a 

las células a buscar otra alternativa como el lactato como fuente de energía, esto 

se ha relacionado con la progresión del tumor (Curry et al. 2013).  

 

Expresión de la molécula PD-L1 en microambientes ricos en lactato y con un 
pH acidificado. 
Se ha reportado que PD-L1 se sobreexpresa en células de cáncer de pulmón, y 

sobre todo en microambientes que han sido enriquecidos con lactato (Feng et al. 2017). 

La falta de glucosa en el microambiente ocasiona que el metabolismo de glucosa 

se reduzca y el lactato se acumule, creando un ambiente óptimo para la interacción 

PD-L1/PD-1, ayudando a las células tumorales a escapar a las terapias contra el 

cáncer (Robainas et al. 2017), y posiblemente contra la acción del sistema inmune (Koukourakis 

et al., 2005; Marchiq & Pouyssegur, 2016).  

 

En la glucólisis aeróbica, el piruvato se convierte en ácido láctico, mediante la A 

LDHA. La acumulación de ácido láctico en las células tumorales promueve el 

transporte de éste al medio extracelular, provocando que el pH disminuya alrededor 

de 6.6 en el microambiente (Barar & Omidi 2013; Gottfried et al., 2006). Se ha sugerido que el 
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ácido láctico exportado desde el citoplasma celular de las células tumorales es 

importante para el mantenimiento del tumor (Sonveaux et al., 2012). 

 

Los linfocitos T activados, al igual que las células tumorales, utilizan la glucólisis 

aeróbica como principal fuente de energía, y también contribuyen secretando ácido 

láctico al microentorno (Chang et al. 2013). El pH más ácido y una mayor concentración 

de ácido láctico causada por las células tumorales, inhiben la secreción de ácido 

láctico de los linfocitos T y causan que se asfixien, lo que ocasiona que reduzcan 

su proliferación y disminuyan la producción de citocinas hasta en un 95% (Fisher et al., 

2013). 

 

Importancia clínica  
La molécula PD-L1 como blanco terapéutico contra el cáncer 
La inmunoterapia ha sido considerada como uno de los tratamientos más 

prometedores contra el cáncer. En 2012 la doctora Suzanne Topalian, utilizó 

anticuerpos para bloquear la vía PD-L1/PD-1 y encontró que mostraba eficacia 

contra la progresión del tumor en varios tipos de cáncer (Topalian et al., 2012). La 

inmunoterapia con anticuerpos anti-PDL-1 y anti-PD-1 bloquea la molécula PD-L1 y 

el receptor de la molécula PD-L1 en las células tumorales y de esta forma se 

restablece la actividad antitumoral del linfocito T CD8. Al bloquear el ligando PD-L1 

con un anticuerpo anti-PD-L1 monoclonal se ha visto una disminución de la masa 

tumoral en pacientes con cáncer de pulmón de células no-pequeñas, melanoma, 

cáncer de células renales y cáncer de ovario (Brahmer et al., 2012). 

Entre los mecanismos propuestos para explicar cómo funciona la inmunoterapia que 

bloquea PD-L1, se ha reportado que en un cocultivo de la línea celular SK-MES-1 

con linfocitos T CD8, al bloquear la molécula PD-L1 con anticuerpo antiPD-L1 el 

porcentaje linfocitos T CD8 que producían granzima-B, molécula importante para la 

erradicación tumoral, aumentaron significativamente (Prado-García, 2017). 

 

Según el sitio oficial de la administración de drogas y comida de los Estados Unidos 

(la FDA, por sus siglas en inglés), se han aprobado algunos inhibidores de PD-L1 

como; Atezolizumab (Tecentriq) (2016), Avelumab (Bavencion) (2017), y 
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Durvalumab (Imfinzi) (2017) (Wang et al., 2018). Estos medicamentos han sido de ayuda 

para el tratamiento de carcinoma de pulmón de células no pequeñas (Wang et al., 2016), 

carcinoma de células renales, cáncer de vejiga y cáncer de mama (Hu et al., 2017), 

melanoma (Luke et al., 2017) y linfoma de Hodgkin (Allen & Gordon, 2016).Sin embargo, la 

inmunoterapia dirigida a bloquear la interacción PD-L1/PD-1 no ha tenido los efectos 

esperados, especialmente en tumores sólidos, esto podría deberse a diferencias 

entre los pacientes y la heterogeneidad tumoral que existe dentro de un mismo 

paciente, dado que la expresión de PD-L1 varía en diferentes tipos de tumores y 

entre los pacientes (Jiang et al., 2019). Además, las complejas interacciones entre los 

múltiples constituyentes del microambiente tumoral seguramente contribuyen a la 

modulación de la expresión de PD-L1. Conocer dichas interacciones sería de ayuda 

para mejorar las terapias contra el cáncer ya existentes. (Bai et al. 2017). 

 

Por lo anterior, se infiere que entender los mecanismos de regulación de PD-L1 en 

las células tumorales, es de gran importancia para desarrollar mejores tratamientos 

que ayuden a controlar, o bien, erradicar el cáncer. 

 

La molécula PD-L1 tiene una gran importancia en el microambiente tumoral, tanto 

para las células del sistema inmune, como para las células tumorales. Las 

interacciones entre las células tumorales y la molécula PD-L1 están ampliamente 

estudiadas; sin embargo, es necesario conocer a fondo todas las interacciones entre 

la molécula PD-L1 en las células tumorales con el microambiente tumoral para así 

poder desarrollar terapias dirigidas más eficientes para erradicar el tumor. 
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JUSTIFICACION 
 
La molécula PD-L1 tiene una gran importancia en el microambiente tumoral, tanto 

para las células del sistema inmune, como para las células tumorales. Las 

interacciones entre las células tumorales y la molécula PD-L1 están ampliamente 

estudiadas, sin embargo, es necesario conocer a fondo todas las interacciones entre 

la molécula PD-L1 en las células tumorales con el microambiente tumoral para así 

poder desarrollar terapias dirigidas más eficientes para erradicar el tumor. 

 
HIPÓTESIS 
 

Al cultivar las líneas celulares tumorales en un medio con  pH ácido (pH 6.2) y lactato 

incrementará la expresión de PD-L1. 
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OBJETIVOS 
 
Objetivo general  

o Evaluar si un pH ácido (6.2) y lactato como fuente principal de carbono 

aumentan la expresión de PD-L1 en las líneas celulares A-427, A-549, MCF-

7 y SK-MES-1.  

 

Objetivos particulares 
o Analizar la expresión de la molécula PD-L1 en la membrana celular de las 

líneas celulares A-427, A-549, MCF-7 y SK-MES-1 al modificar el pH a 7.2 o 

6.2, y, la fuente de carbono por la de glucosa o lactato en el medio de cultivo. 

 

o Analizar la expresión del mRNA para PD-L1 de las líneas celulares que 

respondieron con un incremento en la expresión de PD-L1 en su membrana 

al modificar el pH a 7.2 o 6.2 y la fuente de carbono por la de glucosa o lactato 

en el medio de cultivo.  
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 

Líneas celulares y mantenimiento celular 
Se utilizaron cuatro líneas celulares tumorales con crecimiento adherente en 

monocapa: A-427, A-549 y SK-MES-1 de carcinoma de pulmón, y MCF-7 

proveniente de adenocarcinoma de mama, todas adquiridas de la American Type 

Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, EUA).  

Las líneas celulares se mantuvieron en medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis 

Mo, EUA) suplementado con suero fetal bovino al 10% (HyClone, Utah, EUA) y 

antibióticos (100 µg/mL estreptomicina y 100 U/mL de penicilina) y se cultivaron en 

una atmosfera húmeda con 5% de CO2 a 37°C.  

Ya que estas líneas celulares son adherentes, para el pase de caja se utilizó una 

solución de tripsina (0.05%), verseno (0.5%) en solución salina de fosfatos sin calcio 

ni magnesio (Invitro, D.F. México) y las células se desprendieron de la superficie de 

cultivo mediante agitación mecánica. 

 

Cultivo celular en diferentes condiciones de crecimiento variando el pH entre 
6.2 y 7.2 así como la fuente de carbono principal, entre glucosa y lactato. 
Se utilizó medio de cultivo RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis Mo, EUA) con 

glucosa y libre de glucosa suplementados con suero fetal bovino al 10% (HyClone, 

Utah, EUA) y antibióticos (100 µg/mL estreptomicina y 100 U/mL de penicilina). Al 

medio RPMI-1640 libre de glucosa se le adicionó lactato para tener una 

concentración de 20 mM. Se ajustó el pH de ambos medios a pH 7.2 y pH 6.2, de 

esta forma se obtuvieron los siguientes cuatro medios de cultivo: 

 

• Glucosa 10 mM a un pH de 7.2 (glucosa 7.2) (medio control). 

• Lactato 20 mM a un pH de 7.2 (lactato 7.2). 

• Glucosa 10 mM a un pH de 6.2 (glucosa 6.2). 

• Lactato 20 mM a un pH de 6.2 (lactato 6.2).  
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Utilizamos los medios de cultivo a un pH de 7.2 ya que este es el pH ideal para el 

mantenimiento de las líneas celulares, y un pH de 6.2, el cual fue utilizado en el 

estudio anterior realizado por Prado-Garcia et al. 2020. 

Utilizamos lactato 20 mM ya que esta concentración se puede encontrar en el 

microambiente tumoral. El medio con glucosa 10 mM, es el ideal para realizar el 

mantenimiento de las líneas celulares. 

 

Las células se sembraron a una concentración inicial de 5x104 células/mL en placas 

de 6 pozos Multidish Nunclon (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) y 

se incubaron durante 48 horas para analizar la expresión de la molécula PD-L1 en 

la membrana celular o durante 24 ó 48 horas para analizar el RNA mensajero para 

PD-L1. Todos los cultivos se incubaron en una atmosfera húmeda con 5% de 

dióxido de carbono (CO2) a una temperatura de 37°C. Además, se incluyó el control 

positivo de IFN-, en un pozo adicional se incubaron células en medio control 

(glucosa pH 7.2) con 2 ng/mL de IFN- (PeproTech, EUA), debido a que la 

estimulación con IFN- incrementa la expresión de PD-L1 en células tumorales (Pérez-

Hernández, 2010; Mojic, 2018) (Figura 4).  
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Figura 4. Esquema general de trabajo 
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Tinción celular y análisis de citometría de flujo para cuantificar la expresión 
de PD-L1 en la membrana celular 
El cultivo se realizó por triplicado para cada condicion. Transcurridas 48 horas de 

cultivo se cosecharon las células mediante tripsinización con la solución de tripsina-

verseno, tras lo cual la acción de la tripsina se inactivó con medio RPMI-1640 

suplementado con suero fetal bovino al 10% (El Ca2+ del suero fetal bobino inhibe 

la tripsina). Las células se colectaron en tubos de citometría y se lavaron con 1mL 

de PBS/BSA 1% con azida de sodio 0.1%.  

Para el análisis en el citómetro de flujo, se ajustó el número celular a 5x104 para 

medir la expresión de la molécula PD-L1 en la superficie celular. Se utilizaron 2 µL 

por tubo de una dilución 5:1 de anticuerpo monoclonal antiPD-L1 marcado con 

ficoeritrina (PE) (clona 29E.2ª3, Biolegend). 

Las células se lavaron con 1 mL de PBS/BSA 1% adicionado con azida de sodio 

0.1% y a continuación se fijaron en 200 µL de paraformaldehído 1% p/v para su 

análisis en el citómetro de flujo BD FACS Canto ll TM (BD Biosciences) (Figura 5).  

Se utilizó un tubo con células cultivadas en glucosa pH 7.2 sin anticuerpo antiPD-

L1 como control negativo de citometría, para evaluar la fluorescencia basal de las 

células.  
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Figura 5. Tinción celular y análisis de la expresión de PD-L1 por citometría de flujo. 
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Para el análisis citométrico se utilizó el programa FlowJo® X (Becton Dickinson, 

Ashland, Oregon, EUA), el cual es un programa que permite la producción de tablas, 

gráficos y estadísticas al facilitar el análisis de las células conforme a sus atributos 

y de acuerdo con los anticuerpos con los que se han marcado.  

Se realizó una prueba t de student a las intensidades medias de fluorescencia 

relativas (IMFr) para determinar si las diferencias con respecto a la condición con 

glucosa y pH 7.2 son significativas.  

 

Retrotranscripción y reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 
para determinar la expresión relativa del mensajero para PD-L1 
Después de observar que las líneas celulares SK-MES-1 y A-427 presentaron 

incremento en la membrana de la molécula PD-L1, se realizó una RT-qPCR para 

observar la expresión relativa del mensajero para PD-L1 con respecto al medio 

control (glucosa pH 7.2). Dado que las líneas celulares A-549 y MCF-7 no 

expresaron diferencias en la expresión de PD-L1 en su membrana con respecto al 

medio control, a estas no se les realizaron las pruebas de RT-qPCR. 

 

Para las RT-qPCR, los cultivos se realizaron por duplicado, y después de 

transcurridas las 24 o 48 horas de cultivo, se retiró el sobrenadante de los pozos y 

se añadió 1 mL de a TRIzol Reagent (Invitrogen, CA, EUA). Las células se incubaron 

a temperatura ambiente por 5 minutos, al tiempo que agitaron mecánicamente para 

facilitar la lisis celular; posteriormente, se recuperó todo el lisado celular en 

microtubos cónicos (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) (Figura 6). 
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Figura 6. Obtención de mRNA total y retrotranscripción 
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Extracción, aislamiento y cuantificación de RNA 
Para la extracción de RNA total, se añadieron 200 µL de cloroformo por cada mililitro 

de TRIzol Reagent utilizado y se mezcló suavemente, a continuación, se centrifugó 

por 15 minutos a 12 000 r.p.m. a 4°C con lo que se obtuvieron tres fases. 

Se recuperó la fase acuosa en otro tubo tipo eppendorf, al cual se le añadieron 500 

µL de isopropanol por cada mililitro de TRIzol Reagent para precipitar el RNA total 

y se incubó 10 minutos a temperatura ambiente. A continuación, se centrifugó 

durante 10 minutos a 12000 r.p.m. a 4°C. y se obtuvo un botón de RNA total que se 

lavó con 500 µL de etanol al 75% (v/v). Después de eliminar el sobrenadante se 

dejó secar el botón a temperatura ambiente dentro de la campana de flujo laminar 

y a continuación se disolvió el RNA total en 15 µL de H2O libre de RNAsas. 

Para calcular la pureza y medir la concentración del RNA obtenido, se utilizó el 

espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) para determinar la 

absorbancia a las longitudes de onda de 260 y 280 nm. 

 

Tratamiento con DNAsa y retrotranscripción 
Antes de la retrotranscripción se realizó un tratamiento con DNAsa, para eliminar 

alguna posible contaminación con DNA genómico. Para 20 µg de RNA-total se 

utilizaron 2 µL de Buffer para DNAsa 10X más MgCl2 (Thermo Scientific Waltham, 

Massachusetts, EUA), 2.5 µL de DNAsa I-RNAsa-free (Thermo Scientific, Waltham, 

Massachusetts, EUA) y se añadió H2O c.b.p. 20 µL. La mezcla se incubó en el 

termociclador a 37°C por 30 minutos, tras lo cual se añadieron 2.5 µL de EDTA a 

50 mM (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) para inactivar la DNAsa 

y se incubó una vez más a 65°C por 10 minutos. 

Para la retrotranscripción del cDNA a partir del RNA total, se agregó 1 µL de Oligo 

(dT) (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) y se incubó a 70°C por 10 minutos. 

Después de la incubación se agregaron 10.7 µL de mix de RT (Tabla 1). Se incubó 

a 20°C 10 minutos y a continuación a 37°C por 60 minutos en el termociclador. 

Para calcular la pureza y medir la concentración del cDNA obtenido, se utilizó el 

espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) para determinar la 

absorbancia a las longitudes de onda de 260 y 280 nm. 
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Tabla 1 Máster mix de Retrotranscripción.  

 

Reactivo Cantidad 

First Strand Buffer 5x 6.7 µL 

DTT 0.1 mM 2 µL 

dNTPs 25 mM 1 µL 

Inhibidor de RNAsa 0.3 µL 

Enzima RT 1 µL 

Vol. Total 10.7 µL 

 

Validación del ensayo de qPCR 

Las qPCR se realizaron en el termociclador ABI Prism 7500 Sequence Detector 

(Aplied Biosystems, Foster City, CA). Se utilizaron placas de 96 pozos (Applied 

biosystems), y el marcador SYBR Green (SYBR® Select Master Mix Applied 

Biosystems) y los oligonucleótidos específicos para PD-L1 y HPRT-1, diseñados por 

la Dra. Susana Romero García y sintetizados en el Instituto de Biotecnología de la 

UNAM (Tabla 2).  

Como gen endógeno se utilizó HPRT-1 de acuerdo con la determinación realizada 

en la tesis de licenciatura de Aldo Osorio Ochoa (Osorio, 2016). 

 

Tabla 2. Secuencias y características de los oligonucleótidos utilizados para la 
reacción de qPCR 

 

 HPRT-1 PD-L1 

Secuencia sentido 

(5´->3´) 

TGC TCG AGA TGT GAT 

GAA GG 

TTG GTT GTG GAT CCA GTC 

AC 

Secuencia antisentido 

(5´->3´) 

GAT GTA ATC CAG CAG 

GTC AG 

TCA GGA CTT GAT GGT CAC 

TG 

Temperatura de 

Fusión ™ 

60.00-64.75 °C 60.00-64.75 °C 
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i) Matriz de concentraciones de oligonucleótidos.  
Se realizó una matriz de concentraciones para los oligonucleótidos HPRT-1 y PD-

L1 (Tabla 3), para encontrar la concentración de oligonucleótidos con la que se 

obtiene la mejor señal del producto del qPCR.  

Las concentraciones determinadas fueron 200 nM para los oligonucleótidos sentido 

y antisentido, tanto para PD-L1 como para HPRT-1.  

 

Tabla 3. Concentraciones utilizadas para la matriz de Oligonucleótidos, tanto para 
HPRT-1 como para PD-L1. 

 

Oligonucleótidos Sentido 

Antisentido 200 nM / 200 nM     300 nM / 200 nM 

200 nM / 300 nM     300 nM / 300 nM 

 

ii) Curva de disociación. 
Para corroborar la especificidad de los oligonucleótidos, se incluyó una curva de 

disociación en el programa de PCR en tiempo real para cada par de 

oligonucleótidos: HPRT-1 y PD-L1 (Figura 7). La curva de disociación consiste en 

aumentar gradualmente la temperatura hasta los 95°C, con la finalidad de 

desnaturalizar la doble cadena de los productos obtenidos durante el PCR, 

posteriormente, se bajó gradualmente la temperatura hasta 60°C lo que renaturaliza 

las cadenas de DNA con la finalidad de ver cuantos picos de disociación hubo en 

esa reacción (Figura 7). Para cada par de oligonucleótidos específicos para un gen 

se observó un pico de disociación, asegurando la especificidad de la reacción. 
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Figura 7. Curva de disociación. Cada línea del mismo color representa una 
concentración diferente de oligonucleótidos (ver tabla 3), con lo que comprobamos 
que, sin importar la concentración, los oligonucleótidos son específicos y la doble 
hebra de DNA amplificada se disocia a la misma temperatura. Se muestra también la 
Tm de los oligonucleótidos para PD-L1 y HPRT. 
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iii) Rango dinámico de concentración del cDNA. 
Para determinar el rango dinámico se elige la concentración en la que el gen 

endógeno (HPRT-1) y el gen problema (PD-L1) amplifican a la misma velocidad en 

la reacción de qPCR. Se realizó una curva estándar para determinar el rango 

dinámico de la reacción (Figura 8).  

El rango dinámico se definió utilizando distintas diluciones seriadas de cDNA y la 

concentración de oligonucleótidos previamente establecida (Tabla 5). 

Para definir el rango dinámico, se realizó una curva estándar graficando la diferencia 

de Ct (ciclo umbral) de PD-L1 menos el Ct de HPRT1 en función del logaritmo de la 

concentración utilizada. La pendiente de la recta obtenida no debe ser mayor a 0.1, 

lo que indica que las velocidades de amplificación son similares (Figura 8). La 

concentración del cDNA utilizada para los ensayos fue 64 ng/ µL. 

 

Tabla 4. Diluciones seriadas del cDNA utilizadas para evaluar el rango dinámico. El 
rango dinámico se determinó entre 25 ng/ µL y 160 ng/ µL. 

 

Muestra Dilución Concentración 

1 1:10 160 ng/ µL 

2 1:2.5  64 ng/ µL 

3 1:2.5  25 ng/ µL 

 

 

 

Figura 8. Curva estándar de HPRT-1 y PD-L1. 
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Determinación de la expresión relativa del RNA mensajero para PD-L1 
usando RT-qPCR 
De acuerdo con los resultados obtenidos en la validación del ensayo, se determinó 

que la concentración óptima para ambos oligonucleótidos (antisentido y sentido) es 

200 nM, tanto para PD-L1 como para HPRT-1. 

La curva de disociación para cada par de primers (PD-L1 y HPRT-1) indicó que son 

específicos para cada gen (Figura 6). 

De acuerdo con la curva estándar, la concentración óptima de cDNA es 64 ng/µL. 

La pendiente de la ecuación de la curva estándar fue menor a 0.1 con lo que nos 

aseguramos de que HPRT-1 es un buen gen endógeno para esta reacción. 

Una vez validados los ensayos de eficiencia y el rango dinámico se llevó a cabo la 

cuantificación relativa del mensajero de PD-L1, por medio de la técnica de PCR en 

tiempo real. 

Después de incubar las líneas celulares en las 5 condiciones (glucosa, pH 7.2, 

glucosa, pH 6.2, lactato, pH 7.2, lactato, pH 6.2 y glucosa, pH 7.2 con Interferón), 

se aisló el RNA y se hizo la retrotranscripción. Posteriormente se utilizaron 64 ng/µL 

de cDNA para cada reacción de PCR en tiempo real. 

Para correr cada ensayo, se etiquetaron 11 tubos para cada gen que corresponden 

a 5 tubos para la repetición “1”, 5 tubos para la repetición “2” y un tubo para NTC. 

Para llevar a cabo el ensayo, se realizaron 2 cocteles: uno para HPRT-1, y otro para 

PD-L1 (tabla 5). Este coctel corresponde a 10 reacciones (incluye 3 réplicas 

experimentales por muestra) más 1 reacción de NTC (incluye dos réplicas 

experimentales). 

Cada reacción contenía 34 µL del coctel y 8 µL de la dilución del templado o cDNA 

(64 ng/µL), obteniendo un volumen de 42 µL (volumen suficiente para cargar cada 

reacción por triplicado en la placa). A cada tubo de NTC se le agregaron 23 µL del 

coctel y 5.5 µL agua libre de RNAsa obteniendo un volumen final de 28.5 µL 

(volumen suficiente para cargar cada reacción por duplicado en la placa). 

En una placa de 96 pozos se cargaron triplicados de 13 µL por reacción y en el caso 

de los NTC, se cargaron duplicados de 13 µL por reacción. 

El programa usado para la amplificación y cuantificación en el termociclador se 

muestra en la tabla 6. 
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Tabla 5. Coctel para cada reacción de qPCR. 

 

Reactivos Cantidad 

SYBR Select Master Mix 6.5 µL 

Oligonucleótidos 

específicos 

Para (PD-L1)  0.5 µL (sentido y antisentido) 

Para (HPRT-1)  0.5 µL (sentido y antisentido) 

Agua libre de RNAsas  3 µL 

Vol. Final 13 µL 

 

 

Tabla 6. Programa usado en el termociclador para la amplificación y cuantificación 
de los genes de interés. 

 

Ciclos Tiempo Temperatura 

1 5 minuto 94°C 

 

 

25 

1 minuto 94°C 

1 minuto 60°C 

1 minuto 72°C 

1 10 minutos 72°C 

FIN Infinito 4°C 
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Una vez finalizada la reacción de qPCR, el termociclador proporciona el ciclo umbral 

(Ct) de cada reacción. El ciclo umbral nos indica el momento en el que la 

amplificación supera al ruido o límite de detección del equipo. Un Ct pequeño indica 

que la muestra contenía una mayor cantidad de mensajero de un gen, que otra 

muestra con un Ct mayor. 

Para el análisis de los datos de la reacción de qPCR se utilizó el método ∆∆Ct. El 

método ∆∆Ct consiste en la normalización de los datos (Ct) con respecto a un gen 

endógeno (HPRT-1). Un gen endógeno constitutivo es aquel que está presente en 

todos los tipos celulares y mantiene su expresión constante en las células sin 

importar el estrés al que sean sometidas, lo que ayuda a eliminar los errores con 

respecto a la cantidad de cDNA entre las diferentes muestras. 

Una vez normalizados los datos, se comparan con la condición control (glucosa pH 

7.2), para así, obtener la diferencia en los niveles de expresión del transcrito de PD-

L1 en las diferentes condiciones de tratamiento relativo a la expresión del PD-L1 en 

la condición control (glucosa pH 7.2). 
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Análisis de expresión relativa del mRNA para PD-L1 usando el método ΔΔCt 
Para comparar los niveles de expresión del mRNA para PD-L1 se utilizó el método 

Delta Delta Ct (∆∆Ct). Este método se utiliza para medir la magnitud de los cambios 

de expresión de genes en células debido a una condición problema y una condición 

control.  En el método ∆∆Ct primero se normalizan los datos del ciclo umbral (Ct) 

del gen de interés (PD-L1) con respecto a los del gen endógeno (HPRT-1) 

obteniendo el ∆Ct; 

 

∆Ct = (Ctproblema – Ctgen_endógeno)   |    ∆Ct = (CtPD-L1 – CtHPRT-1) 

 

y después, se compara el ∆Ct de las células en una condición problema respecto al 

∆Ct de las células en una condición control (glucosa pH 7.2); 

 

∆∆Ct = (∆Ctproblema – ∆Ctcontrol)   |    ∆∆Ct =  (∆Ctproblema – ∆Ctglucosa_pH7.2). 

 

Estos datos fueron analizados a través del método comparativo utilizando la 

siguiente ecuación (Romero-García, 2014); 

 

2-∆∆Ct  

 

Se utilizó la prueba T de Student para determinar si las diferencias de expresión 
relativa de PDL1 de las células tumorales cultivadas en diferentes condiciones de 
crecimiento con respecto a la condición con glucosa y pH 7.2 fueron significativas.  
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RESULTADOS  
 

Análisis de la expresión relativa de la molécula PD-L1 en la membrana 
celular 
Para analizar la expresión de la molécula PD-L1 en las líneas celulares, los datos 

se analizaron en un gráfico de dispersión (FSC-Altura contra FSA-Área) para 

discriminar los restos y agregados celulares (Figura 9-a); posteriormente, de la 

población seleccionada se hizo en un nuevo gráfico de dispersión, esta vez 

elaborando la gráfica de FSC-Área contra SSC-Área (Granularidad) para así 

seleccionar la población más homogénea en cuanto a tamaño y granularidad (Figura 

9-b).  

A continuación, se realizó un histograma para evaluar la intensidad media de 

fluorescencia (MFI, por sus siglas en inglés) de la señal correspondiente a la 

molécula PD-L1 marcada con anticuerpo antiPD-L1 (Figura 9-c). La intensidad 

media de fluorescencia está directamente relacionada con el nivel de expresión de 

la molécula PD-L1 en la membrana celular. De esta forma, se pudieron comparar 

las medias de fluorescencia que expresaron las células tratadas en los diferentes 

medios de cultivo con las células cultivadas en un medio control (glucosa y pH 7.2) 

(Figura 10). Como control positivo se utilizaron células a las que se les añadió IFN-

 ya que se ha visto que incrementa considerablemente la expresión de PD-L1 en 

células tumorales (Pérez-Hernández, 2010; Mojic, 2018).   
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Figura 9. Análisis representativo por citometría de flujo de una línea celular tumoral. Se 
muestran las células SK-MES-1 con glucosa pH 6.2 utilizando el programa FlowJo X. En 
primer recuadro, la región R1 corresponde a la población de células individuales 
(singuletes) después de discriminar los agregados y restos celulares. Los números 
señalados en cada región corresponden al porcentaje de células totales que pertenecen a 
esta región.  En el segundo recuadro, la región R2 corresponde a la población más 
homogénea en cuanto a tamaño y granularidad. En el último recuadro, se muestra el 
histograma de la región R2 y se marca la intensidad media de fluorescencia (MFI) para la 
molécula de membrana PD-L1.  

 

 

Figura 10. Histograma representativo donde se muestra la comparación de las MFI debidas 
a la inmunofluorescencia para PD-L1 en la línea celular SK-MES-1 a las 48 horas de cultivo 
en las diferentes condiciones. 

 

A                                          B                                       C 
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media de fluorescencia PD-L1problema                                                  

 media de fluorescencia PD-L1control 

Para comparar la expresión de la molécula PD-L1 en las líneas celulares cultivadas 

en las diferentes condiciones, los datos se normalizaron con respecto a la MFI de la 

condición con glucosa pH 7.2 (control): 

 

 

Intensidad media de fluorescencia relativa = ______________________________  

                              (rMFI) 

 

 

La línea celular A-427 presentó un incremento significativo en la expresión de la 

molécula PD-L1 en todas las condiciones de cultivo al compararla con las células 

cultivadas en el medio de cultivo adicionado con glucosa pH 7.2 (Figura 11). En la 

condición adicionada con lactato y pH 7.2, la expresión de PD-L1 aumentó 

significativamente, en la condición adicionada con glucosa pH 6.2 la expresión de 

PD-L1 membranal aumento aún más y en el medio de cultivo adicionado con lactato 

pH 6.2 se observó la mayor expresión membranal de PD-L1. 

 

En la línea celular SK-MES-1 no se observó un incremento significativo en la 

expresión membranal de PD-L1, al cultivarla en los diferentes medios de cultivo. Las 

células estimuladas con IFN- (control positivo) incrementaron significativamente (p 

< 0.05) la expresión de la molécula PD-L1 con respecto a la condición adicionada 

con glucosa pH 7.2. 

 

En la línea celular MCF-7 (adenocarcinoma de mama) no se observó incremento en 

la expresión de la molécula PD-L1 (Figura 11). 

 

En la línea celular A-549 no se incrementó la expresión de la molécula PD-L1 en la 

membrana con respecto a la condición adicionada con glucosa pH 7.2 en ninguna 

de las condiciones de cultivo a las que fueron expuestas; sin embargo, el control 

positivo (IFN-), mostró un incremento significativo. 
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Dado que las líneas celulares A-549 y MCF-7 no mostraron diferencias significativas 

en su expresión membranal de la molécula PD-L1 no se les realizo el análisis para 

comparar su expresión del mRNA para PD-L1 en las diferentes condiciones. 

 

 

 

Figura 11. Expresión relativa de la intensidad media de fluorescencia (rMFI, medida 
por citometría de flujo) de la molécula PD-L1, expresada en la membrana celular de 
las líneas A-427, SK-MES-1, A-549 y MCF-7 cultivadas en un medio con lactato y un  
pH de 7.2 (Lac pH 7.2), medio con glucosa y un pH de 6.2 (Glu pH 6.2) y un medio con 
lactato con un pH de 6.2 (Lac pH 6.2) durante 48h. Se incluyó un pozo con células 
cultivadas en un medio adicionado con glucosa y un pH de 7.2 estimuladas con IFN-

 como control positivo (IFN-) y los datos se normalizaron con respecto a la MFI de 
las células cultivadas en un medio adicionado con glucosa pH 7.2. Diferencias 
significativas de   p < 0.05 y    p < 0.01. Los experimentos se repitieron 3 veces. 
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Expresión relativa del RNA mensajero para PD-L1 en las líneas celulares A-
427 y SKMES-1. 
En la línea celular A-427 incubada durante 24 horas, se observó un incremento 

significativo (p<0.05) en el mRNA para PD-L1 en las células cultivadas en la 

condición con lactato pH 7.2, al compararlas con las células cultivadas en medio 

control con glucosa pH 7.2 (Figura 12). 

En la condición con glucosa pH 6.2 el mRNA para PD-L1 disminuyó 

significativamente (p<0.01), mientras que para la condición con lactato pH 6.2 no se 

observaron diferencias significativas. Se observó un incremento significativo 

(p<0.05) en el mRNA para PD-L1 en las células estimuladas con IFN- (Figura 12). 

 

A las 48 horas de cultivo, el mRNA para PD-L1 en las células A-427 se incrementó 

en la condición con lactato pH 6.2; sin embargo, este incremento no fue significativo. 

Por otro lado, en la condición con lactato pH 7.2 el mRNA para PD-L1 disminuyó 

significativamente (p<0.05). En las condiciones con glucosa pH 6.2 no se observó 

diferencia del mRNA para PD-L1 al compararlo con su expresion en la condicion 

control (glucosa pH 7.2) (Figura 12).  

 

En la línea celular SK-MES-1 cultivada durante 24 horas, se observó un incremento 

significativo en todas las condiciones de cultivo. La condición con lactato pH 7.2 con 

una p<0.001, la condición con glucosa pH 6.2 con una p<0.05 y la condición con 

lactato pH 7.2 con una p<0.01, así como en la condición estimulada con IFN-  con 

una p<0.01 (Figura 12). 

 

En la línea celular SK-MES-1 cultivada durante 48 horas, hubo un incremento 

significativo en la condición con lactato pH 7.2 (p<0.01) y en la condición con lactato 

pH 6.2 (p<0.01) en comparación con el medio control (glucosa pH 7.2).  

En la condición con glucosa pH 6.2 no se observaron diferencias significativas en la 

expresión del mRNA para PD-L1 al compararla con la condición control. Se observó 

un leve incremento en la condición estimulada con IFN- respecto a la condición 

glucosa pH 7.2; sin embargo, este incremento no fue significativo (Figura 12). 
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Figura 12. Expresión relativa del mRNA de PD-L1 en las líneas celulares A-427 y SK-
MES-1 cultivadas durante 24 o 48 h en medio con glucosa y pH 6.2 (Glu pH 6.2), con 
lactato y sin glucosa a pH 7.2 (Lac pH 7.2) o pH 6.2 (Lac pH 6.2) respecto a la expresión 
de PD-L1 en las líneas celulares A-427 y SK-MES-1 cultivadas en medio con glucosa 
y pH 7.2 (Glu pH 7.2), que adquiere el valor de 1. También se incluyó, como control 
positivo, la expresión relativa de PD-L1 en las líneas celulares A-427 y SK-MES-1 
cultivadas en medio con Glu pH 7.2, estimuladas con IFN-g.   p < 0.05 y    p < 0.01. 
diferencia significativa respecto a la condición control (Glu pH 7.2). 
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DISCUSIÓN 
 
La molécula PD-L1 se sobreexpresa en algunos tipos de cáncer (Dong et al., 2002; Strome 

& Chen, 2004; Wintterle et al., 2003) y en diversas líneas celulares tumorales (Dong et al. 2002). Se 

ha asociado la sobreexpresión de PD-L1 en células tumorales con un mal pronóstico 

en pacientes con cáncer (Dong et al., 2002; Escors, et al., 2018), y se ha comprobado que 

después de la unión de PD-L1 con su receptor PD-1, se reduce la secreción de 

citocinas por parte de los linfocitos T (Jiang et al, 2019), así como la producción de 

granzima-B (Prado-Garcia et al. 2017), contribuyendo  con la evasión de los tumores a la 

acción de los linfocitos T citotóxicos. 

 

Por otro lado, se ha sugerido que el lactato secretado por las células tumorales es 

importante para regular positivamente la agresividad del tumor (al menos en 

condiciones de hipoxia) ya que interviene en la activación de la vía del factor 1 

inducible por hipoxia (HIF-1), que es un importante regulador del transporte de 

oxígeno, del aumento de la vascularización, del metabolismo anaerobio y de la 

la proliferación celular (Sonveaux et al., 2012). Además, como resultado del efecto Warburg, 

las células tumorales secretan una gran cantidad de lactato, lo que a su vez reduce 

el pH hasta valores de 6.0-6.5 (Xie et al., 2014). El pH acidificado selecciona los fenotipos 

resistentes y también promueve la degradación de la matriz extracelular y el 

aumento de la invasividad de las células tumorales (Moellering et al., 2008). 

 

Utilizamos glucosa 10 mM ya que esta es la concentración en que habitualmente se 

realiza el mantenimiento de las líneas celulares y lactato 20 mM tomando en cuenta 

que, en el microambiente de los tumores sólidos, las concentraciones de lactato van 

de 3 hasta 40 mM y pueden llegar hasta un pH alrededor de 6.0 (Dai et al. 2013; Romero-

Gacia et al. 2019; Prado-Garcia et al., 2020). Utilizamos los medios de cultivo a un pH de 7.2 ya 

que este es el pH ideal para el mantenimiento de las líneas celulares, y un pH de 

6.2, el cual también fue utilizado en un estudio anterior realizado por Prado-Garcia 

et al. 2020. 

Además, Prado-Garcia et al. 2020 Observaron que en un cultivo con una 

concentración inicial de lactato 2mM y glucosa 10 mM, tras 48 horas de cultivo, el 
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medio de cultivo de las líneas celulares A-427 y A-549, tenía una concentración de 

lactato de 20 mM, y al pasar otras 48 horas, las células de este cultivo comenzaron 

a utilizar el lactato como fuente de carbono (Prado-Garcia et al. 2020).  

 

Por lo anterior, analizamos la expresión de PD-L1 a nivel de proteína y mRNA en 

líneas tumorales cultivadas in vitro con lactato y pH ácido. Como control positivo de 

inducción de PD-L1 se incluyeron líneas celulares tratadas con IFN-, ya que el IFN-

 es uno de los factores que incrementan de manera importante la expresión de PD-

L1 en la membrana y el mRNA para PD-L1 (Pérez-Hernández, 2010; Mojic et al., 2018),  y 

observamos que dicha citocina incrementó la expresión de PD-L1 entre 2 y 5 veces 

en todas las líneas celulares tanto a las 24 como a las 48 horas de cultivo. Cabe 

mencionar que a la fecha sólo hay un reporte previo que estudia la modulación de 

la expresión de PD-L1 por lactato en dos líneas celulares de cáncer pulmonar (Feng 

et al., 2017). En nuestro estudio, las líneas celulares que usamos proliferaron en los 

medios de cultivo suplementados con lactato a pH 6.2 y 7.2, lo que concuerda con 

un reporte previo, en el que se demuestra que el lactato puede ser utilizado como 

fuente de carbono (Romero-García & Prado-Garcia et al., 2019). 

 

En las líneas celulares A-427 y SK-MES-1 la condición con lactato incrementó la 

expresión membranal de la molécula PD-L1 en pH 7.2. Cabe destacar que estas 

dos líneas pertenecen a derrames pleurales de cáncer de pulmón, los cuales se 

presentan en etapas tardías del cáncer (Giard et al., 1973; Memorial Sloan Kettering Cancer Center, 

2020). Por otro lado, las líneas celulares A-549 y MCF-7 que provienen de tumores 

primarios y se consideran modelos de la enfermedad en etapas tempranas (Foster et 

al., 1998; JoEllen, 2013; Cejalvo et al., 2017 (Figura 11). Estos resultados contrastan con los 

observados por Feng et. al. en 2017, quienes observaron que la expresión de PD-

L1 tanto a nivel de la proteína como en su mRNA es dependiente de la 

concentración de lactato (10, 20 y 30 mM) en las líneas celulares de cáncer de 

pulmón A-549 y H1299 (H1299 derivada de un sitio metastásico). Los autores 

atribuyen el efecto del lactato a un mecanismo por el cual, el lactato inhibe la 

producción de cAMP y la actividad de la vía PKA a través de su receptor GPR81, lo 
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que induce la regulación positiva de PD-L1 dependiente del coactivador 

transcripcional TAZ (Feng et al., 2017). 

 

Las células A-427 tratadas en los medios de cultivo con lactato pH 7.2, glucosa pH 

6.2 y lactato pH 6.2 durante 48 horas, presentaron un incremento en la expresión 

de PD-L1 a nivel de membrana; sin embargo, dicho efecto no lo observamos a nivel 

de mRNA, lo que podría deberse a una menor actividad en la transcripción 

provocada por la acidosis en los medios con un de pH 6.2; las células posiblemente 

están activando otras vías metabólicas para su supervivencia (Romero-Garcia et al,. 2019).  

Un fenómeno similar podría ocurrir en las células SK-MES-1, en las que la expresión 

de PD-L1 en su membrana no se vio modificada con respecto a la condición control.  

 

Por otro lado, al someterlas a los diferentes medios de cultivo, las líneas celulares 

A-549 y MCF-7 no mostraron diferencias en su expresión membranal de PD-L1 al 

compararlas con el medio control con glucosa pH 7.2, esto podría deberse a que 

estas líneas celulares provienen de tumores primarios. Estas líneas celulares sí 

incrementaron la expresión de PD-L1 al estimularlas con IFN-.  

 

Así, nuestros datos sugieren que no todas las líneas celulares incrementan la 

expresión de PD-L1 a las 48 horas de estar cultivadas con lactato. Lo anterior puede 

deberse a diferencias en su origen ya que la línea celular A-549 de cáncer de 

pulmón y la línea celular MCF-7 de adenocarcinoma de mama provienen de tumores 

primarios, los cuales son menos agresivos y más susceptibles a ser eliminados, 

(Cejalvo et al., 2017; Fogh,1986). En cambio, las líneas SK-MES-1 y A-427 provienen de 

estadíos más avanzados y de sitios metastásicos (Fogh,1986). Por lo que suponemos 

que la molécula PD-L1 tiene una mayor expresión en líneas celulares provenientes 

de tumores más agresivos, los cuales han logrado modificar en mayor medida su 

microambiente, a uno más acido y rico en lactato.   

 

Medimos la expresión de PD-L1 en la membrana celular a las 48 horas, tomando 

en cuenta que en el estudio de Prado-Garcia et al. 2020, a las 8 horas, los medios 
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de cultivo con lactato pH 7.2 y con lactato pH 6.2 están libres de glucosa (Romero-Garcia 

2019), por lo que a las 24 horas aseguramos un consumo de lactato por las células 

tumorales y a las 48 horas una expresión de PD-L1 en la membrana celular. 

 

Es necesario medir la expresión de PD-L1 en cada línea celular, antes de 24 y 

después de 48 horas para obtener un panorama más amplio sobre la expresión de 

esta molécula con respecto al tiempo de exposición de las células al medio y 

averiguar si existe un mínimo y un máximo en la expresión de PD-L1 con respecto 

al tiempo. Al respecto, Romero-Garcia et al. 2019 reportaron que existe una fase de 

adaptación al medio de cultivo, la cual es diferente para cada línea celular, por lo 

que es de esperar que el momento en que PD-L1 se sobreexpresa puede variar de 

una manera diferente en cada línea celular (Romero-Garcia et al. 2019).  

 

Ahora bien, ya que sabemos que el lactato es un factor importante en el 

microambiente tumoral para la expresión de PD-L1 en células tumorales, será 

necesario averiguar el efecto del lactato sobre la expresión de PD-L1 en células no 

tumorales (fibroblastos y CMN). También sería importante evaluar la expresión de 

PD-L1 en células tumorales en cocultivo con linfocitos T y en presencia de altas 

concentraciones de lactato, para comprobar si la función efectora de los linfocitos T 

disminuye aún más que en condiciones donde no hay abundancia de esta fuente de 

carbono.  Además, sería necesario analizar la vía por la cual el lactato interviene en 

la sobreexpresión de PD-L1, para así poder mejorar los tratamientos dirigidos contra 

los tumores. 
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 
 

Las líneas celulares A-549 y MCF-7 no modifican la expresión de la molécula PD-

L1 en la membrana a las 48 horas de cultivo en un medio con lactato o glucosa 

como fuente principal de carbono y un pH de 7.2 o 6.2. 

El lactato en el medio de cultivo celular resultó ser un elemento importante para la 

sobreexpresión de PD-L1 en las líneas celulares A-427 y SK-MES-1. Por lo que la 

hipótesis se cumplió para estas dos líneas celulares. 

Por lo anterior, planteamos la hipótesis final de que una alta concentración de lactato 

en el microambiente tumoral es relevante para la evasión al sistema inmune de las 

células tumorales.  

 

La hipótesis anterior, requiere de la continuación de este trabajo de investigación 

para medir la expresión de la molécula PD-L1 en la membrana celular a las 24 horas 

en un cultivo adicionado con lactato o glucosa y un pH de 7.2 o 6.2 y así, poder 

comparar esta expresión con el mRNA a las 24 horas.  Además, se requeriría 

realizar ensayos a las 8, 72 y 96 horas de cultivo para poder realizar una 

comparación con respecto al tiempo de la molécula PD-L1 y comprobar si existe 

una relación entre el tiempo de exposición al microambiente adicionado con lactato 

o un pH de acidificado y la sobreexpresión de PD-L1. También, sería necesario 

hacer cultivos en células no tumorales para medir si los medios de cultivo aquí 

utilizados modifican su expresión PD-L1. 

Lo anterior proporcionará un panorama más amplio sobre el comportamiento de la 

molécula PD-L1 en un microambiente común en los tumores in vivo; es decir con 

lactato o glucosa como principal fuente de carbono y un pH acidificado o neutro. 
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