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Resumen 
 

RESUMEN 

El cáncer de pulmón es uno de los principales canceres en México, ocupando el 

tercer lugar en mortalidad. Por ello es necesario elucidar los mecanismos 

intrínsecos asociados a la elevada tasa de proliferación celular del cáncer. 

Diferentes estudios han sugerido que el microambiente tumoral juega un papel 

decisivo durante el crecimiento y la diferenciación clonal del cáncer, provocando 

fenotipos más resistentes a los tratamientos. El papel que juega el microambiente 

tumoral sobre la funcionalidad mitocondrial cobra importancia ya que actualmente 

se debate si existe una participación activa de la mitocondria en el metabolismo y la 

proliferación tumoral. Todos los estudios disponibles sobre la funcionalidad 

mitocondrial en las células tumorales sólo evalúan algunas de las condiciones 

presentes dentro del microambiente tumoral, debido a esto en este trabajo se 

recrearon todas las condiciones presentes dentro del microambiente tumoral con la 

finalidad de evaluar de manera integral la funcionalidad mitocondrial y la relación 

que está tiene sobre el crecimiento celular tumoral. Comparamos las diferencias 

metabólicas entre las células tumorales SKMES-1 y los fibroblastos MRC-5 con la 

finalidad de elucidar los cambios específicos que permiten a las células tumorales 

proliferar bajo condiciones adversas. Los resultados de nuestros estudios muestran 

que las células tumorales SKMES-1 se adaptan con mayor eficiencia a los cambios 

en el medio de cultivo, a diferencia de los fibroblastos MRC-5 que favorecen la 

autoreparación sobre la proliferación desmedida. La capacidad de las células 

tumorales SKMES-1 para proliferar aun en las condiciones más adversas de cultivo 

se relacionó con una restructuración del ciclo de Krebs a través del incremento en 

la glutaminolisis, mostrando una participación no sólo activa sino funcional por parte 

de la mitocondria. Aunado a esto encontramos que la condición de cultivo de 

acidosis láctica parece activar vías alternas del metabolismo tumoral que permiten 

la sobrevivencia de las células tumorales SKMES-1. El estudio de la compleja red 

metabólica de las células tumorales, así como la influencia del microambiente 

tumoral sobre la funcionalidad mitocondrial permitirá adaptar y mejorar las terapias 

en contra del cáncer de pulmón.  
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Cáncer 

El cáncer es un conjunto de enfermedades de tipo multifactorial caracterizada por 

la presencia de células que han perdido el control sobre los procesos de 

proliferación y muerte celular. Dicha pérdida ocasiona que las células se dividan 

rápida y continuamente provocando un crecimiento anormal y desorganizado 

(Pierce, 2011).  

Para que una célula normal se convierta en una célula tumoral es necesario que 

existan mutaciones sobre protooncogenes y genes supresores de tumor (Herráez, 

2012). Estas mutaciones pueden ser debidas a la exposición con agentes químicos 

alquilantes o intercalantes, luz ultravioleta, radiaciones ionizantes o por la inserción 

de material genético proveniente de agentes biológicos como los virus (Law, 1990), 

(Matakodou, 2005), (Pierce, 2011).  

1.2 Epidemiología del cáncer 

En la actualidad, el cáncer es la principal causa de muerte en el mundo de acuerdo 

a estimaciones realizadas en el año 2012 por la Organización Mundial de la Salud 

(OMS). En dicho año se reportaron 14.1 millones de nuevos casos y 8.2 millones de 

defunciones. La mayoría de los cánceres se encontraron localizados en pulmón, 

estómago, hígado, colón y mama, siendo el cáncer de pulmón el tipo más frecuente 

de cáncer (OMS, 2012). El cáncer de pulmón presentó una incidencia del 12.9%, 

mientras que su mortalidad fue del 19.4% (Globocan, 2012). 

1.2.1 Epidemiología del cáncer de pulmón 

De acuerdo a reportes del Instituto Nacional de Estadística, Geografía e Informática 

(INEGI) sobre el cáncer en México del año 2012, se encontró que la tercera causa 

de mortalidad por tumores malignos corresponde al cáncer en órganos respiratorios 

e intratorácicos. La mortalidad de acuerdo al sexo fue de 12.8 y 6.4 por ciento en 

varones y mujeres, respectivamente (INEGI, 2011). 
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El tabaquismo es uno de los factores más importantes asociados con el cáncer 

pulmonar. La población mexicana en estado de marginación puede encontrarse en 

contacto con otro importante factor de riesgo asociado al cáncer de pulmón, el humo 

de la leña (García-Sancho, 2012) (Law, 1990), (McHugh, 2014). 

1.3 Clasificación del cáncer de pulmón 

El cáncer de pulmón se clasifica de acuerdo a características histológicas y patrones 

moleculares asociados en dos tipos: carcinoma de células pequeñas (Small Cell 

Lung Cancer o SCLC) y carcinoma de células no pequeñas (Non Small Cell Lung 

Cancer o NSCLC) (Stewart, 2010). Se ha encontrado una incidencia del 15% y 85% 

para SCLC y NSCLC, respectivamente (Pikor, 2013). 

El carcinoma de células pequeñas se caracteriza por presentar mayor desarrollo y 

metástasis que el NSCLC. El desarrollo de tumores comienza en los bronquios y 

causa posteriores paraneoplasias (Stewart, 2010), (ACS, 2015), (Chan, 2013). 

El carcinoma de células no pequeñas presenta una frecuencia del 30%. Se origina 

en las células basales de las vías aéreas centrales, sitio en donde se presentan la 

mayoría de los tumores. Es el subtipo histológico que más se asocia al hábito de 

fumar (Pikor, 2013), (Steward, 2010). 

El carcinoma de células no pequeñas puede subdividirse en tres tipos histológicos 

principales: adenocarcinoma (AD), carcinoma de células escamosas (SqCC) y 

carcinoma de células grandes (Pikor, 2013). 

El adenocarcinoma es el subtipo histológico más común al tener una frecuencia del 

40%. Se origina en el epitelio glandular del parénquima pulmonar (Pikor, 2013), 

(Steward, 2010).  

El carcinoma de células grandes tiene una frecuencia del 9%. Es un subtipo que 

presenta una morfología variada, incluye a la variante de carcinomas de células 

grandes neuroendocrinas (Pikor, 2013), (Steward, 2010). 

 



INTRODUCCIÓN 

3 
 

“A pesar de los diferentes métodos de diagnóstico y las diferentes modalidades de 

tratamiento la sobrevida de los pacientes con cáncer de pulmón no se ha 

incrementado significativamente durante los últimos 30 años”, es por ello que la 

importancia de estudiar los mecanismos intrínsecos, que ocasionan la aparición y 

desarrollo, de esta enfermedad cobran importancia (Yan, 2011).   

1.4 Marcas de clase del cáncer 

En los diferentes tipos de cáncer se han encontrado algunas características 

compartidas que permiten a las células tumorales sobrevivir, proliferar y diseminarse 

a través del cuerpo, dichas características son conocidas como “marcas de clase”. 

Las cuales son: producción de señales de crecimiento, insensibilidad a las señales 

de inhibición del crecimiento, producción de factores angiogénicos, evasión a la 

apoptosis, potencial ilimitado de replicación, invasión a tejidos sanos y metástasis. 

Recientemente se reconoció a la evasión a la respuesta inmune y a la 

reprogramación metabólica como dos “marcas de clase” adicionales (Hanahan, 

2000) (Hanahan, 2011).  

Nuestro estudio se enfoca en la reprogramación metabólica, sobre las otras marcas 

de clase, debido a que consideramos que el metabolismo celular tumoral es una 

pieza fundamental para el desarrollo y progresión del cáncer.  
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1.5 Metabolismo de células no tumorales 

La producción de ATP en células no transformadas está dada por una vía catabólica 

conocida como “respiración celular”. La respiración celular tiene la función de 

generar de 36 a 38 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa a través de 

tres etapas metabólicas diferentes: la glicólisis, el ciclo de Krebs y la fosforilación 

oxidativa en presencia de oxígeno (Figura 1) (Campbell, 2007).   

 

 
Figura 1. Metabolismo de la glucosa en células no transformadas. Imagen de 

autoría propia. 

 

1.5.1 Glicólisis o vía de Embden-Meyerhof-Parnas 

La glicólisis es una vía catabólica que se lleva a cabo en el citoplasma de la célula 

(Finley, 2013). La vía se encuentra estructurada en diez reacciones enzimáticas que 

permiten la degradación parcial de la glucosa hasta dos moléculas de piruvato. En 

dicho proceso se acopla la energía liberada de la degradación de la glucosa a la 

síntesis de dos moléculas de ATP (adenosina trifosfato) y dos moléculas de NADH2 

(nicotina adenina dinucleótido reducido) (Campbell 2007, Garrido 2006, Voet 2006). 

La glicólisis se presenta en dos fases principales: la fase de inversión de energía y 

la fase de rendimiento energético. La fase de inversión de energía se caracteriza 

por emplear dos moléculas de ATP para la fosforilación de una molécula de glucosa 

y la posterior ruptura en dos triosas fosfato (gliceraldehído-3-fosfato y 
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dihidroxiacetona fosfato) (Figura 2A). En la fase de rendimiento energético, las 

triosas fosfato generadas son oxidadas hasta piruvato y se obtienen cuatro 

moléculas de ATP y dos de NADH2 por molécula de glucosa (Figura 2B).  
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1.5.2 Mitocondria 

La mitocondria es el organelo encargado principalmente de la bioenergética       

celular. También participa en la regulación de la apoptosis, producción de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) y homeostasis del calcio (Cámara, 2005), (Sánchez, 

2008). 

La mitocondria posee un diámetro de 0.1 µm a 0.5 µm y una longitud de 7 µm. Tiene 

su propio genoma (constituido por 16,569 bp); el cual es circular (mtDNA) y codifica 

para distintos componentes de la cadena transportadora de electrones (Sánchez 

2008), (Lodish 2006). 

La mitocondria se caracteriza por poseer tres espacios definidos: el citosol, el 

espacio intermembranal y la matriz mitocondrial. Estos espacios están delimitados 

por la presencia de una doble membrana (Figura 3), compuesta por una membrana 

externa y una membrana interna. 

• Membrana externa: Es una bicapa lipídica caracterizada por poseer 40% de lípidos 

y 60% de proteínas. Las proteínas que posee son porinas o canales aniónicos 

dependientes de voltaje (VDAC). Se caracteriza por ser permeable a moléculas 

menores de 10KDa (Cámara, 2005), (Koopman, 2013). 

• Membrana interna: Es una bicapa lipídica caracterizada por poseer 20% de lípidos 

y 80% de proteínas. Las proteínas que contiene son aquellas involucradas en la 

cadena transportadora de electrones, ATPasa y transportadoras de metabolitos 

como la ANT (adenina nucleótido translocasa). Se caracteriza por formar pliegues 

conocidos como “crestas” que tienen la finalidad de incrementar el área total de la 

superficie interna. Tanto la síntesis de proteínas de la cadena transportadora de 

electrones, así como el número de crestas, se ha visto que se modulan de acuerdo 

al requerimiento energético (Cámara, 2005), (Koopman, 2013). 

La mitocondria se localiza en el citoplasma en posición perinuclear, al ser una 

estructura dinámica tiene la capacidad de localizarse en sitios donde el ATP es 

requerido. En células del músculo cardiaco se localiza en las proximidades de las 

miofibrillas (Adhihetty, 2014), (Epstein, 2014), (Pocok, 2005), (Stetler, 2013). 

El número de mitocondrias está regulado por las necesidades metabólicas de las 

células siendo el corazón, cerebro, hígado y músculo en donde se encuentran en 
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mayor número. El número promedio de mitocondrias por célula mamífera es de 

1,000 a 2,000, en el caso de hepatocitos se ha reportado que poseen alrededor de 

2,200 mitocondrias. Se ha reportado que el ejercicio aumenta el contenido 

mitocondrial (Koolman, 2004), (Karp, 2009), (Jornayvaz, 2010). 

La masa mitocondrial puede encontrarse disminuida en personas que padecen 

diabetes. En células con un mayor metabolismo oxidativo como las neuronas, las 

mitocondrias pueden poseer un mayor número de crestas (Jornayvaz, 2010), 

(Koolman 2004).  

 

 

 

Figura 3.- Estructura de la mitocondria. Imagen modificada de Campbell. 

 

1.5.3 Ciclo de Krebs 

Es una vía metabólica que se localiza en la matriz mitocondrial. Tiene como función 

oxidar completamente el grupo acetilo de la acetil-CoA hasta CO2 en ocho pasos 

(Devlin, 2004). La acetil-CoA es una molécula intermediaria producida en la β-

oxidación de ácidos grasos, degradación de aminoácidos y descarboxilación 

oxidativa del piruvato (Peréto, 2007). Por otro lado, el piruvato generado en la 

glicólisis, es convertido a acetil-CoA por el complejo multienzimático de la piruvato 

deshidrogenasa (Figura 4) (Campbell, 2007). 
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Figura 4.- Transformación del piruvato a acetil-CoA. Imagen de autoría propia.  

 

En el ciclo de Krebs, durante la oxidación de la acetil-CoA se reducen tres moléculas 

de NAD+ y una de FAD+ produciendo tres NADH2 y un FADH2 (flavina adenina 

dinucleótido reducido) (Figura 5), estos últimos son empleados en la fosforilación 

oxidativa (Figura 6). A su vez se genera una molécula de GTP (guanosina-5'-

trifosfato) (Campbell, 2007).  

El ciclo de Krebs se encuentra regulado por las concentraciones intramitocondriales 

de ATP y NADH2 que actúan como moduladores negativos de la citrato sintasa, la 

isocitrato deshidrogenasa y la α-cetoglutarato (Garrido, 2006). 
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Figura 5.- Ciclo de Krebs. La vía comienza cuando la acetil-CoA se condensa con 
el oxalacetato produciendo citrato, el citrato se isomeriza a isocitrato, el isocitrato se 
oxida a α-cetoglutarato con la producción de NADH2, el α-cetoglutarato se oxida a 
succinil CoA generando a su vez NADH2, succinil-CoA se convierte a succinato y 
tiene lugar una fosforilación a nivel sustrato la cual produce un GTP. El succinato se 
convierte en fumarato produciendo FADH2, el fumarato se condensa con una 
molécula de agua produciendo malato, por último, el malato se oxida a oxalacetato, 
generando a su vez una molécula de NADH2 (Curtis, 2008). 
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1.5.4 Fosforilación oxidativa 

La fosforilación oxidativa se lleva a cabo en la membrana interna mitocondrial 

(Figura 6). Donde se encuentran una serie de complejos proteicos que se encargan 

de captar y transportar electrones que provienen de los cofactores NADH2 y FADH2 

generados en la glicólisis, el ciclo de Krebs o en la β-oxidación. El transporte de 

electrones permite que los complejos I, III y IV bombeen protones de la matriz hacia 

el espacio intermembranal, generándose un gradiente de pH (iones hidrógeno) y 

una diferencia de potencial a lo largo de la membrana interna. En el complejo IV, los 

electrones son donados al oxígeno, cada átomo de oxígeno capta un par de iones 

hidrógeno de la matriz mitocondrial y forma agua (Campbell 2007, Koopman 2013). 

El último complejo proteico dentro de la matriz mitocondrial es el complejo V, 

también conocido como ATP sintasa. La ATP sintasa es una bomba iónica que 

transporta iones en contra de su gradiente. La ATP sintasa aprovecha este 

gradiente y produce un flujo de iones hidrógeno hacia la matriz mitocondrial. El flujo 

de los iones hidrógeno impulsa la fosforilación del ADP a ATP (Campbell, 2007), 

(Koopmam, 2013). 

 

 

Figura 6.- Estructura interna mitocondrial. Imagen modificada (Koopman,2013) 

Parte del potencial de membrana es empleado para la regulación térmica 

(Koopman, 2013). A su vez el potencial electroquímico regula a los mecanismos de 
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fusión y fisión mitocondrial, tales mecanismos son responsables de reparar el daño 

mitocondrial generado por las especies reactivas de oxígeno (Rafelski, 2013). 

El potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) reportado es aproximadamente de 

150-180mV (Kann, 2006). Se ha observado que cuando el potencial de membrana 

mitocondrial es elevado ocasiona que el flujo a través de la cadena transportadora 

de electrones sea lento favoreciendo reducciones incompletas del O2 que producen 

ROS. También se ha observado que un elevado ΔΨm genera un transporte reverso 

de electrones de la succinato al complejo I favoreciendo un microambiente tóxico 

(Cámara, 2005). Dentro de los tumores sólidos se han encontrado variaciones en el 

potencial de la membrana mitocondrial, las cuales se encuentran asociadas a 

fenotipos más tumorigénicos (Houston, 2011).   

En un estudio con células de carcinoma de colón (SW620), se evaluó si las 

alteraciones en el potencial de membrana mitocondrial producían cambios en los 

niveles de expresión de genes mitocondriales, y en el arresto celular en G0-G1 del 

ciclo celular. Para ello se generaron líneas lisogénicas (Rot, AntA, Az, OliB y Nig) 

de SW620. Al comparar el potencial de membrana con la línea parental se 

encontraron diferencias significativas, las líneas AntA y Nig presentaron potencial 

mitocondrial elevado mientras que para Az y OliB se encontró disminuido. Después, 

usando RT-PCR evaluaron la expresión de ND6, COI, COII (la primera y segunda 

subunidades del citocromo c oxidasa y el complejo IV), encontrando que la 

expresión de estas aumentaba significativamente en las líneas Az y OliB (con 

potencial disminuido) al compararlas con la expresión de la línea parental (Heerdt, 

2003).  

1.5 Capacidad reductora celular 

La capacidad reductora celular hace referencia al sistema encargado del transporte 

de electrones provenientes de la oxidación de moléculas orgánicas que conducen 

la energía química. Tales transportadores son: la nicotina adenina dinucleótido 

reducido (NADH2) y la nicotina adenina dinucleótido fosfato reducido (NADPH). 

Ambas moléculas son similares estructuralmente mas no son intercambiables 

desde el punto de vista metabólico (Voet, 2006).  
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El NADH2, se genera a través del ciclo de Krebs, la glicólisis y la β-oxidación, en los 

cuales se reduce de NAD+ a NADH2. Una de sus funciones es la síntesis de ATP 

por medio de la fosforilación oxidativa (Voet, 2006). Las concentraciones citosólicas 

de NAD+/NADH2 son empleadas en mantener la homeostasis redox, así como en 

los procesos bioquímicos ya que aproximadamente 700 enzimas oxidoreductasas 

emplean al NAD+ o al NADH2 como cofactores (Sun, 2012).  

El NADPH se genera mediante la oxidación de la glucosa-6-fosfato por la vía de las 

pentosas fosfato y la vía del gluconato, en las cuales se reducen dos moléculas de 

NADP+ a dos moléculas de NADPH. El NADPH participa principalmente en 

procesos anabólicos, los electrones de alta energía se transfieren a enzimas que 

catalizan reacciones anabólicas (Bray, 2006).  El NADPH es el principal agente 

reductor empleado para la síntesis de lípidos y esteroides (Melo, 2007). 
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2. ANTECEDENTES 

     2.1 Reprogramación metabólica  

La reprogramación metabólica es la redistribución de las vías metabólicas a causa 

de la transformación maligna. Para darse una elevada proliferación celular es 

necesario que las células tumorales posean el flujo necesario de moléculas para 

obtener energía y para la construcción de nuevas células. Las principales vías 

metabólicas modificadas son la glicólisis, que se encuentra elevada, y el ciclo de 

Krebs, que se reestructura con la glutaminolisis aumentada (Curry, 2013), (Steward, 

2012), (Schavani, 2010).  

 

 

 

Figura 7.- Diferencias entre el metabolismo celular normal y el tumoral. Las células tumorales 

reprograman su metabolismo para poder satisfacer sus necesidades de ATP, NADPH, NADH y 

esqueletos de carbono, moléculas necesarias para el crecimiento y la proliferación celular. Imagen 

adaptada (Romero-García, 2011) 
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     2.1.1 Efecto Warburg 

En células normales y en presencia de oxígeno, la producción principal de ATP es 

a través de la fosforilación oxidativa, pero sí la célula no tiene disponibilidad de 

oxígeno la forma para generar ATP es llevando a cabo una glicólisis aumentada y 

después hacer una fermentación ácido láctica (Figura 8). En ésta, el piruvato se 

reduce directamente por acción de la lactato deshidrogenasa en presencia de 

NADH2 para formar lactato y NAD+ (Figura 8) (Campbell, 2007), (Faduchi, 2010).  

 

  

Figura 8.- Representación del efecto Warburg y la fermentación láctica de las 

células tumorales. Imagen de autoría propia. 

  

En 1924 Otto Heinrich Warburg postuló que, en las células tumorales, la principal 

forma de producción de ATP es a través de una glicólisis incrementada con 

producción de ácido láctico, aún en presencia de oxígeno. Este fenómeno es 

conocido como “efecto Warburg” (Vázquez, 2010), (Menéndez, 2013). 

Warburg propuso que las células tumorales producen ATP a través de una glicólisis 

aumentada debido a un daño en la fosforilación oxidativa, posiblemente debido a 

defectos de las proteínas de la cadena transportadora de electrones (Bellance, 

2009) (Koopman, 2013). 

Estudios en líneas celulares de glioma, hepatoma y cáncer de mama muestran 

poseer una mitocondria funcional; además, dichas líneas celulares obtienen su ATP 

principalmente por la fosforilación oxidativa (Díaz, 2010). En un estudio con 
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fibroblastos de pulmón (MRC-5) y la línea celular de carcinoma de pulmón tipo 

epidermoide (HLF-a) se evaluaron los niveles de ATP intracelulares, la actividad del 

citocromo c oxidasa y la tasa de respiración mitocondrial. Se encontró que la 

producción de ATP fue mayor en la línea HLF-a que en MRC-5. Al emplear un 

inhibidor de la glicólisis, ácido yodoácetico, en medios con piruvato/malato/ADP se 

encontró que existía una mayor producción de ATP en MRC-5 que en HLF-a. La 

evaluación del citocromo c oxidasa se realizó por polarografía al emplear ascorbato-

TMPD, no se encontraron diferencias significativas entre los dos tipos celulares. Por 

otro lado, la tasa de respiración mitocondrial fue mayor en HLF-a que en MRC-5. 

Estos resultados indican que las mitocondrias de la línea HLF-a son funcionales ya 

que mostraron actividad y producción de ATP (Bellance, 2009). 

     2.1.2 Glutaminolisis 

En células no tumorales (normales) la glutamina es un aminoácido no esencial, 

participa en la síntesis de DNA, neurotransmisores, RNA y ayuda a regular el 

equilibrio ácido-base (Devlin, 2004).  

Las células tumorales emplean a la glutamina como aminoácido esencial ya que 

participa en el ciclo de Krebs, sirve como generadora de glutatión y puede ser 

convertida en aminoácidos no esenciales, purinas, pirimidinas y ácidos grasos 

empleados en el crecimiento y duplicación celular. Se ha observado que las células 

tumorales exhiben un elevado consumo de glutamina exógena y cuando ésta 

disminuye las células tumorales mueren (Lifeng, 2014). 

La glutaminolisis está dada por dos reacciones enzimáticas diferentes: la primera 

está catalizada por la glutaminasa (GLS) que convierte a la glutamina en glutamato, 

mientras que la segunda reacción está dada por la glutamato deshidrogenasa 

(GDH1) que convierte al glutamato en α-cetoglutarato. Éste último puede entrar al 

ciclo de Krebs y mantener un flujo constante de intermediarios en el ciclo (Lifeng, 

2014). 

En la línea celular de hepatoblastoma (HepG2), se encontró que el metabolismo del 

glutamato está relacionado con NADPH oxidasa 1 (NOX1). Los niveles de NOX1 se 

correlacionaron inversamente con los niveles de glutamato deshidrogenasa (GDH1) 

mitocondriales (Bertram, 2015).  
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En las líneas celulares de cáncer de ovario OVCAR3, OVCAR8, OVCA429, 

OVCA420, SKOV3 y SKOV3ip se evaluó la proliferación celular en medio completo, 

medio sin glucosa y medio sin glutamina bajo condiciones de normoxia e hipoxia 

por 72h. Se encontró que las líneas OVCAR3, IGROV1 y OVCA429 eran glutamina 

indepedientes; que las líneas OVCAR8 y OVCA420 eran moderadamente 

dependientes mientras que las líneas SKOV3, SKOV3ip y Hey8 eran altamente 

dependientes de glutamina bajo condiciones de normoxia. Mientras que en hipoxia 

se encontró que OVCAR3 fue glutamina independiente y SKOV3 fue glutamina 

dependiente. Sin embargo, el crecimiento celular en todas las líneas fue glucosa 

dependiente. Esto indica que las células tumorales pueden emplear o no a la 

glutaminolisis como vía suplementaria para su crecimiento y que su metabolismo 

depende en su mayoría del consumo de glucosa. Además, se encontró que las 

líneas celulares glutamina independientes OVCAR3, IGROVI y OVCA428 poseían 

una capacidad de invasividad baja, mientras que las líneas celulares glutamina 

dependientes SKOV3, SKOV3ip y Hey8 poseían una capacidad de invasiva alta 

mientras que OVCAR8 y OVCA420 poseen una capacidad moderada (Lifeng, 

2014).  

En un panel de 39 líneas celulares, en donde 38 corresponden a NSCLC y una a 

una línea no tumoral (NHLF), se evaluó el crecimiento celular en presencia o 

ausencia de glucosa o glutamina por 72h. Se encontró que quince de las líneas 

celulares (NCI-H358, A-427, A-549, NCI-H647 entre otras) disminuyó la 

proliferación en un 70% o más en los medios sin glutamina con respecto al control, 

por lo que fueron consideradas glutamina dependiente. Quince líneas celulares 

(SW1573, HOP62, SKMES-1, NCI-H441 entre otras) mostraron una disminución del 

30 al 70% en su proliferación (glutaminas medianamente independientes) mientras 

que solo nueve de las líneas celulares (NHLF, CI-H727 y SW900 entre otras) 

mostraron insensibilidad al presentar una disminución del 30% en el crecimiento 

(Pieter, 2012). 
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     2.2 Microambiente tumoral 

El microambiente tumoral es dinámico, interactivo y en constante cambio; en el cual 

existe una pérdida de las funciones especializadas de las células y la generación de 

una microestructura desorganizada. El microambiente tumoral dirige el 

comportamiento de las células tumorales y puede presentar zonas con bajas 

concentraciones de oxígeno (hipoxia), altas concentraciones de lactato (lactosis) y 

acidosis extracelular (Figura 8); también podría presentar bajas concentraciones de 

glucosa.  

Estos cambios están asociados con una combinación de perfusión pobre, 

vasculatura anormal, proliferación descontrolada y un metabolismo desregulado 

(Ling-Yu Chen, 2008), (Masson, 2010), (Tarin, 2012). 

 

 

Figura 9.- Representación del microambiente tumoral.  A.- En los tumores sólidos 
existen zonas alejadas de los vasos sanguíneos. B.-A medida que las células tumorales se 
van alejando de los vasos sanguíneos, las concentraciones de glucosa (línea verde) y 
oxígeno (línea roja) disminuyen mientras que la concentración de [𝐻+] (línea azul) 
extracelular se incrementa. Imagen modificada de Ortmann. 
 

 

     2.1.1 Hipoxia 

La hipoxia tumoral es una consecuencia fisiopatológica de una microcirculación 

perturbada tanto estructural como funcional (HÖckel, 2001).  

Las células normales tienen un flujo de oxígeno aproximado de 40mmHg, cuando 

este flujo se reduce a menos del 2% de oxígeno se considera un estado de hipoxia. 

La hipoxia aguda ocasiona una insuficiencia energética, es responsable del 
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aumento de la permeabilidad de la membrana celular (con pérdida del potencial 

electroquímico). La hipoxia produce un desacoplamiento de las funciones 

metabólicas y de membrana, arresto celular, daño celular progresivo y por último 

muerte celular (Arias,1999), (Hochachka,1997). Las células normales en hipoxia 

reducen el consumo de oxígeno e incrementan el consumo de glucosa (Krivoruchko, 

2010).   

En tumores sólidos se pueden encontrar zonas de hipoxia y anoxia (pO2 de 23 a 0 

mmHg o 3 a 0% O2). Siendo las zonas de hipoxia asociadas a fenotipos más 

resistentes al tratamiento (Ameri, 2002), (Nakajima, 2014). 

En condiciones de hipoxia tanto las células normales como las tumorales 

promueven la adaptación celular a través de la expresión del factor de transcripción 

HIF-1 (Krivoruchko, 2010). 

En un estudio con la línea celular de carcinoma de cabeza y cuello (Ca133) se 

evaluó la OXPHOS a través de la de tasa de consumo de oxígeno (OCR). Ca133 

se incubó bajo condiciones de normoxia (21% O2) e hipoxia (2% O2) por 16h. Se 

encontró que en hipoxia existía una disminución del 41% del OCR en comparación 

con la condición de normoxia (Nakajima, 2014).  

Por otro lado, en un estudio in vitro en líneas celulares de carcinoma de cabeza y 

cuello (Ca133) y carcinoma escamoso oral (OSC19) bajo condiciones de hipoxia 

(2% O2 por 48h), se encontró que el consumo de glucosa se incrementó un 38% y 

26%, respectivamente. Ambas líneas incrementaron su producción de lactato bajo 

las condiciones de hipoxia en comparación con sus contrapartes normoxicas un 37 

y 40%, respectivamente; mostrando que las células tumorales bajo condiciones de 

hipoxia aumentan el metabolismo glicolítico y la producción de lactato (Nakajima, 

2014). 

     2.1.1.1 Moléculas de respuesta a la hipoxia: Factor de transcripción inducible 

por hipoxia (HIF-1α) 

Las células normales y tumorales se adaptan a la hipoxia por medio de la expresión 

de HIF-1. Éste es un factor de transcripción heterodimérico constituido por dos 
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subunidades; la subunidad beta (HIF-1β, se expresa constitutivamente en el núcleo) 

y la subunidad alfa (HIF-1α, se localiza citoplasmáticamente) (Figura 10).  

Las células expresan HIF-1 ya que éste se encarga de activar diferentes genes que 

ayudan a sobrevivir a la hipoxia. Los genes que activa aumentan la glicólisis como 

HK2, PFK-1 y los transportadores de glucosa como GLUT1 y GLUT4. También 

activa la expresión de transportadores de aminoácidos como CD98, de lactato como 

MCT4, entre otros (Prior, 2014), (Doherty, 2013), (Kapler, 2012).  

HIF-1α inhibe el metabolismo mitocondrial en parte al promover la expresión de la 

piruvato deshidrogenasa cinasa (PDK-1) que inhibe a la piruvato deshidrogenasa 

(PDH), produciendo un aumento de la producción de lactato (Ward, 2012). 
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Figura 10.-Factor de transcripción inducible por hipoxia. HIF-1. A) En normoxia cuando 
las células están oxigenadas, HIF-1α es hidroxilada por la prolil-hidroxilasa (PHD). Dicha 
hidroxilación produce un sitio de unión para el factor Von Hippel-Linau (VHL), lo cual causa 
una poliubiquitinación y degradación vía el proteosoma. B) En hipoxia, las células tienen 
bajos niveles de oxígeno por lo que la actividad de PHD se encuentra reducida y permite la 
estabilización de HIF-1α. Cuando HIF-1α se estabiliza migra al núcleo y se dimeriza con 
HIF-1β. HIF-1 activa la expresión de genes en hipoxia al unirse al DNA en la secuencia 5′-
RCGTG-3′ de los elementos de respuesta a hipoxia (Ameri 2002), (Ortmann, 2014), 
(Stresse 2013). 

 

En un estudio In vivo con ratones se ha observado que después de exponerlos a 

una atmosfera de 7% de O2 por 30 minutos, los niveles de mRNA de HIF-1α 

incrementaron (Shimoda 2011), (Wiener, 1996). Algo similar se encontró en un 

estudio con las líneas de cáncer de pulmón (H1339 y A-549) y de cabeza y cuello 
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(SAS y EPLC-272H), cuando éstas se cultivaron en condiciones de normoxia (21% 

de O2 y 5% de CO2 ) e hipoxia ( 1% de O2 y 5% de CO2, 95% de N2 ) por 20 h. Bajo 

condiciones de normoxia, se encontraron diferencias significativas en los niveles 

basales de HIF-1α, en H1339 fueron elevadas, en EPLC-272H fueron intermedias y 

en SAS fueron bajas. Mientras que, bajo condiciones de hipoxia, los niveles de HIF-

1α se incrementaron en las líneas EPLC-272H y SAS, pero en H1339 no se 

modificaron. Esto nos indica que la expresión de HIF-1α es diferente para cada tipo 

de línea celular (Schiling, 2012), pero principalmente muestra que tanto en líneas 

celulares, así como en modelos In vivo la respuesta celular a la hipoxia se encuentra 

altamente regulada por la expresión de HIF-1α. 

     2.1.1.1 Moléculas de respuesta a la hipoxia: Piruvato deshidrogenasa cinasa 

(PDK) 

La piruvato deshidrogenasa cinasa (PDK) es la enzima responsable de controlar la 

actividad del complejo piruvato deshidrogenasa (PDH) a través de la fosforilación 

de los residuos serina/treonina. La PDK, en condiciones fisiológicas, se activa 

cuando las relaciones de acetil-CoA/CoA, ATP/ADP y NADH2/NAD+ se encuentran 

elevadas, pero se inhibe por el incremento de las concentraciones de calcio 

intramitocondrial (Gil, 2010).  

La expresión de PDK-1 se ha asociado con la invasividad, la progresión del tumor y 

el pronóstico pobre en tumores primarios de cáncer de mama y de cáncer gástrico 

(Lin, 2005), (Hur, 2013). 

En un estudio con líneas celulares de carcinoma de cabeza y cuello (UM-22A, UM-

22B y JHY-O22) se encontró que al aumentar la expresión de PDK-1, por medio de 

transfección, este inhibía la actividad de la piruvato deshidrogenasa alfa 

(responsable de regular al complejo piruvato deshidrogenasa, PDH) causando un 

aumento en la tasa de glicólisis, producción de lactato y un fenotipo similar al efecto 

Warburg. Por otro lado, al inhibir la actividad de PDK-1, se restaura la actividad del 

complejo PDH, disminuyen las concentraciones de lactato, disminuye la expresión 

de HIF-1α y la supervivencia celular en hipoxia (McFate, 2008). 
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     2.2.2 Lactosis: Producción de lactato 

La acumulación de lactato, a pesar de un adecuado suministro de oxígeno, es un 

patrón metabólico común en los tumores sólidos (McFate, 2008). Dicha acumulación 

está asociada a un elevado metabolismo glicolítico, una incompleta oxidación de la 

glucosa y la glutaminolisis. 

En biopsias de cáncer de mama se evaluó la concentración de lactato por 

bioluminiscencia. Se encontró que la concentración media era de 4.4µmol/g. De 

estas muestras se encontró que había dos poblaciones: una con elevadas y otra 

con bajas concentraciones de lactato. El rango de concentraciones de lactato fue 

de 0.6 a 8.0 µmol/g en las muestras de pacientes mientras que en tejido benigno de 

mama se encontró una concentración de 0.8–1.9µmol/g. Mientras que la media de 

producción de lactato es de 5 a 10mM en diferentes líneas celulares (Kennedy, 

2013).  

Sin embargo, en un estudio con células epiteliales mamarias humanas (HMEC) y 

líneas celulares de cáncer de mama (MCF-7, MDA-MB-231 y R3230A) se evaluó la 

respuesta celular a la exposición aguda con lactato. Para ello se emplearon los 

marcadores de apoptosis Anexina V y 7-AAD, bajo diferentes concentraciones de 

lactato (0, 10, 20 y 40mM) en presencia y ausencia de glucosa por 24h. Se encontró 

que los medios con lactato y glucosa no mostraron disminución en la viabilidad 

celular. Solo las líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 en medio con lactato 

[40mM] (sin glucosa) aumentó la apoptosis tardía (Kennedy, 2013). 

En líneas celulares de cáncer de mama (ACC-732, ACC-812, MDA-MB-231) se 

analizó el consumo de glucosa y producción de lactato. Se encontró que la tasa de 

consumo de glucosa media fue de 2.3+/- 0.4 nmol/ min. Cuatro de las doce líneas 

celulares evaluadas (ACC-3199, ACC-893, ACC-2638 y ACC-2087) exhibieron 

elevados niveles de consumo comparables a la línea celular MDA-MB-231 mientras 

que otras cuatro líneas celulares poseían bajos niveles de consumo menores al de 

MDA-MB-231. Esto demuestra la heterogeneidad de la acumulación de lactato 

encontrado en los diferentes tipos de canceres (Robey, 2008). 

En líneas celulares de glioblastoma (HSR-GBM1, JHH-GBM10), carcinoma 

escamoso oral y líneas de cáncer de pulmón (NCI-H1048, NCI-H526, NCI-H524, 
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NCI-H146, NCI-H82), se ha observado que expulsan el lactato intracelular en 

simporte con protones utilizando el transportador Monocarboxilato tipo 4 (MCT4), 

produciendo acidificación del medio (Curry-Tuluc, 2013), (Zhu, 2014). 

En tejido normal, los hepatocitos emplean el lactato para la gluconeogénesis a 

través del ciclo de Cori. Algunas otras células capaces de emplear al lactato como 

sustrato para la producción de ATP son: astrocitos y miocitos. En dichas células, el 

lactato es transportado al interior por medio del transportador de monocarboxilato 

tipo 1 (MCT1). Después es convertido por la lactato deshidrogenasa (LDH) a 

piruvato, de tal manera que pueda entrar al ciclo de Krebs o llevar a cabo la 

gluconeogénesis (Kennedy, 2010).  

En diversos estudios se ha encontrado que las células tumorales tienen la 

capacidad de consumir el lactato, emplearlo para la producción de ATP y formación 

de aminoácidos. En células de glioma humano y de rata, el lactato exógeno es la 

principal fuente de carbono para el metabolismo oxidativo. También en células de 

glioma C6, el lactato puede ser convertido principalmente a alanina y glutamato 

(Bouzier,1998), (Bouzier, 2001). 

Además, en células de cáncer cervical (SiHa) y cáncer de mama (MDA-MB-231), el 

consumo de lactato puede ocurrir de manera dependiente del pH, siendo mayor en 

zonas hipóxicas y con acidosis (Wang, 2007). 

A través de espectroscopia magnética se ha encontrado que los niveles de lactato 

son un fuerte indicador de un pronóstico pobre en cáncer de cerebro, mama, 

pulmón, e hígado. A su vez se ha encontrado que el lactato puede estabilizar 

directamente al HIF-1α (De Saeledeer, 2012), (Gillies, 2008).  

La acumulación de lactato se ha correlacionado con el incremento en la metástasis 

y pobre supervivencia en cáncer de mama, cáncer de colon y cáncer de cabeza y 

cuello (Martínez-Outschoorn, 2011), (Kennedy 2010). 
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     2.1.3 Acidosis 

En condiciones fisiológicas, el valor de pH intracelular se encuentra entre pH 7.2-

7.4. (Ayus, 2007). Éste se mantiene bajo un estricto control para la correcta función 

de sistemas enzimáticos (intracelulares y extracelulares) (Campbell, 2007).  

En las células tumorales; la acumulación de lactato y protones en el medio 

extracelular producen una disminución del pH entre 6 y 7, mientras que dentro de 

las células tumorales es un pH 7.4. La acidosis extracelular está dada por el 

simporte de lactato/H+ y por la hidratación de CO2 a bicarbonato (HCO3
-) y H+. El 

CO2 se genera a partir del ciclo de Krebs y la vía de las pentosas fosfato (Kennedy 

2010), (Ling-Yu Chen, 2008).  

En un estudio con la línea celular de cáncer de mama (MCF-7) se evaluó el tráfico 

de la glucosa y glutamato al emplear isotopos de estas (1,213C-glucosa y (U)13C 

glutamina) bajo dos condiciones de pH diferentes (pH 7.4 y pH 6.7). Se encontró 

que la glucosa bajo condiciones de acidosis, era empleada como sustrato para la 

vía de las pentosas fosfato, y que los átomos de carbono de ésta se encontraban 

en forma de CO2. Se encontró que bajo acidosis se incrementaba el consumo de 

glutamato y que éste era metabolizado a través del ciclo de Krebs. Bajo acidosis la 

línea MCF-7 depende del metabolismo mitocondrial para sobrevivir (LaMonte, 

2013). 

En un estudio con líneas de cáncer de mama de ratón (4T1) y humano (MCF-7) se 

evaluó la proliferación celular en medios con glucosa con y sin ácido láctico [20nM] 

a pH 6.7. Se encontró que las células sin acidosis láctica morían más rápidamente 

ya que su supervivencia fue hasta el cuarto día de incubación mientras que las 

células cultivadas con acidosis láctica el tiempo de supervivencia se extendió hasta 

el día 15 de incubación (Dai, 2013).  

Se ha relacionado a la acidosis con fenotipos más resistentes, ya que promueve la 

degradación de la matriz extracelular, dirige la respuesta al estrés provocando 

arresto celular, restringe la biogénesis ribosomal y aumenta la actividad mitocondrial 

(Gupta, 2014), (Khacho, 2014). 
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2.2 Simbiosis metabólica 

Es un modelo que trata de explicar la supervivencia de las células tumorales 

alejadas de los vasos sanguíneos (Figura 9). En este modelo se propone que el 

lactato producido por las células en hipoxia es consumido por las células aeróbicas. 

Las células aeróbicas emplean el lactato y permiten que la glucosa difunda hacia 

las zonas en hipoxia, permitiendo de este modo que tanto las células cercanas como 

las alejadas de los vasos sanguíneos tengan una fuente de carbono y proliferen 

(Kiamery, 2014).  

 

 

Figura 11.- Representación de la simbiosis metabólica. Las células en hipoxia 

metabolizan a la glucosa hasta lactato, posteriormente éste es transportado por el MCT4 

extracelularmente. El lactato es empleado por las células en normoxia, éstas lo transportan 

con el MCT1 y lo metabolizan a piruvato que entra al ciclo de Krebs. Imagen de autoría 

propia. 

 

MCT1 se encuentra expresado normalmente en niveles bajos en células con 

elevado nivel OXPHOS mitocondrial tal como en corazón, musculo esquelético y 

neuronas mientras que MCT4 solo se expresa en musculo esquelético, testículos y 

placenta. Ambos transportadores se encuentran sobre expresados en cáncer de 

mama, cervical, colorectal, gástrico, neuroblastoma, próstata y renal (Kennedy, 

2010). MCT4 es un blanco de regulación por HIF-1α, lo cual favorecería la 

supervivencia de las células tumorales en hipoxia (Rademakers, 2012). Es posible 
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que las células tumorales se adapten a las diferentes condiciones del microambiente 

tumoral a través de la expresión de diferentes moléculas transportadoras.  

 

2.2.1 Marcadores de metabolismo celular 

2.2.1.1 Proteína receptora transferrina (CD71) 

Es una glicoproteína asociada a la membrana citoplasmática involucrada con la 

homeostasis del hierro y el crecimiento celular. Se encuentra expresada en bajos 

niveles en células normales mientras que se sobre expresa en células con elevados 

índices de proliferación, incluyendo a las células tumorales. Las células emplean el 

hierro como cofactor en reacciones enzimáticas y en la síntesis de DNA (Camp, 

2013), (Daniels, 2011), (Loisel, 2011). 

La sobreexpresión de CD71 se ha asociado con la sobreexpresión de los factores 

de transcripción HIF-1α y c-Myc. Se encuentra elevado en el 74% de los carcinomas 

de mama, adenocarcinomas de pulmón y en el 93% de los carcinomas de células 

escamosas (Leung,2011). También se ha encontrado sobreexpresado en 

carcinoma de tiroide anáplasico, carcinoma tiroideo papilar, linfoma no-Hodgkin, 

leucemia linfocítica crónica, tumores neuroendocrinos y cerebrales (Parenti, 2014), 

(Gómez, 2011). 

En carcinomas de colón, estómago, páncreas, mama, pulmón hígado, vejiga, 

cavidad oral y útero se ha demostrado la correlación de CD71 con la proliferación, 

el estado y la prognosis tumoral (Parenti, 2014). Al emplear quelantes de hierro 

como Deferasirox se pudo inhibir el crecimiento de las células de leucemia mieloide 

In vitro e In vivo (Lui, 2006). 

 

2.7.2   5´-ecto nucleotidasa (CD73) 

Es una glicosilfosfatidilinositol nucleótidasa anclada en los lípidos de la membrana 

celular. Estructuralmente es un homodímero unido por puentes de dísulfuro, el cual 

tiene la función de catalizar la hidrólisis de AMP (adenosina monofosfato) 

extracelular a adenosina. Se encuentra expresada en linfocitos, células endoteliales 
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y epiteliales (Allard, 2012). Regula negativamente los efectos proinflamatorios del 

ATP (Bertrand, 2012). 

Otro factor que regula la expresión de CD73 es la naturaleza hipóxica del 

microambiente tumoral. El gen que codifica para CD73 posee un sitio de unión para 

HIF-1α y por tanto la hipoxia promueve su expresión (Bertrand, 2012). 

CD73 se ha encontrado sobreexpresada en biopsias de pacientes con cáncer de 

mama, colón, ovárico, gástrico en los cuales se ha asociado su expresión con un 

mal pronóstico (Zhao, 2014). 

En líneas celulares melanoma, glioblastoma multiforme, cáncer de mama murino y 

humano se han encontrado que existen dos tipos diferentes; aquellas que expresan 

elevados niveles de los marcadores (T98G, C8161, PMW, SBCL2, SKMel28, 4T1.2, 

E0771) y aquellas que poseen bajos niveles (WM35, Mel501, Mel505). Se ha 

encontrado que estas variaciones se deben a una metilación en el gen NT5E que 

codifica para CD73 (Zhao, 2014), (Bertrand, 2012). Zhi y colaboradores (2010) 

observaron que al inhibir a CD73 con shRNA se inhibía la proliferación celular en 

una línea de cáncer de mama (MB-MDA-231) en la que se produjo arresto celular y 

apoptosis. Mientras que al transfectar la línea celular MCF-7 con el gen de NT5E, 

se incrementó la viabilidad celular y se promovió la progresión a través del ciclo 

celular. Por lo que se ha asociado la sobreexpresión de CD73 con la proliferación 

celular (Zhao, 2014). 

En contraste, Wang y Ren (2006) encontraron que la adenosina extracelular induce 

apoptosis en células de carcinoma gástrico de una manera dosis dependiente y 

puede inhibirse al retirar el consumo de adenosina al emplear un bloqueador del 

transporte de nucleósidos. Además, Shirali y cols. (2013) encontraron que la 

adenosina puede inducir la apoptosis en células de cáncer de ovario vía Bax y 

caspasa-3 (Zhao, 2014). 

 

2.7.3 Transportador de aminoácidos (CD98) 

El transportador de aminoácidos neutros (arginina, fenilalanina, leucina, tirosina y 

triptofano) se localiza en la membrana apical celular. Es un sistema heterodímerico 

compuesto por una cadena pesada (CD98) y una cadena ligera (LAT1 o LAT2). 
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CD98 es parte fundamental para la correcta función de la cadena ligera al actuar 

como chaperona (Kaira, 2011).  

Se encuentra altamente expresado en tejidos en proliferación, en líneas celulares 

tumorales (T24, RERF-LC, Hela) y tumores primarios (Kaira, 2011). La expresión 

de CD98/LAT1 se correlaciona con la angiogénesis, proliferación celular, y 

pronóstico pobre en cáncer de células no pequeñas de pulmón (NSCLC) (Kaira, 

2011). Encontrándose una mayor expresión de CD98 en SqCC y LCC que en AC 

(Kaira, 2012). En un estudio de 106 muestras de pacientes con NSCLC se encontró 

que la expresión de CD98 se relaciona con un aumento en la expresión de 

transportador de glucosa (GLUT-1) (Kaira, 2012). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

El metabolismo de las células tumorales en el microambiente tumoral ha sido un 

tópico interesante en los últimos años, debido a que se ha debatido sí existe una 

participación activa de la mitocondria. Diferentes estudios han demostrado que las 

mitocondrias de las células tumorales tienen la capacidad de modular su actividad 

de acuerdo a las condiciones del microambiente tumoral, mientras que existen 

estudios en los que se han encontrado una actividad mitocondrial baja o nula.  

Estudios de la funcionalidad mitocondrial se han realizado bajo las diferentes 

condiciones presentes en el microambiente tumoral (hipoxia, acidosis y lactosis) de 

manera aislada. Sin embargo, no existen estudios que aborden de manera asociada 

cada una de las condiciones del microambiente tumoral. 

En el presente trabajo se pretende evaluar de manera integral cómo las variaciones 

de las condiciones del microambiente tumoral afectan la funcionalidad mitocondrial. 

La mitocondria juega un papel clave en la supervivencia, proliferación y progresión 

de las células tumorales, por lo que al conocer las diferentes modulaciones que lleva 

acabo se podrán identificar posibles blancos terapéuticos.  
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4. OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

Evaluar la funcionalidad mitocondrial en la línea celular de cáncer de pulmón 

SKMES-1 y las células de fibroblastos MRC-5 bajo diferentes condiciones de 

crecimiento, variando la fuente de carbono, el pH y la tensión de oxígeno para 

emular las condiciones dadas en el microambiente tumoral que producen estrés 

metabólico. Así como evaluar la expresión de marcadores involucrados en el 

metabolismo energético y la respuesta celular a la hipoxia. 

 

Objetivos particulares 

En las células SKMES-1 y MRC-5, incubadas bajo diferentes condiciones de crecimiento 

variando la fuente de carbono, pH y tensión de oxígeno, se evaluará: 

 

• La proliferación celular, consumos de glucosa y glutamina. Así como 

producción de lactato y glutamato.  

• La masa y el potencial de membrana mitocondrial.  

• La capacidad reductora celular.  

• La expresión de HIF-1α y PDK-1. 

• La expresión de los marcadores CD98, CD73 y CD71.  
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5. HIPÓTESIS 

 

Sí las mitocondrias de las células SKMES-1 son funcionales, responderán al estrés 

metabólico, inducido por variaciones en la fuente de carbono, el pH y tensión de 

oxígeno modificando su potencial de membrana y masa mitocondrial. La función 

mitocondrial posiblemente podrá asociarse con los marcadores CD98, CD73, CD71, 

HIF-1α y PDK. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Reactivos 

El medio de cultivo RPMI-1640 (con o sin glucosa), el L-lactato de sodio y la solución 

de antibióticos (10 000u/mL de penicilina y 10mg/mL de estreptomicina) se 

adquirieron en Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA. El suero fetal bovino (SFB) se 

adquirió con Thermo Scientific, Logan, Utah, USA. La solución de tripsina (0,05%)-

verseno (0,05%) libre de calcio y magnesio se compró a In vitro, D.F., México. El 

azul de tripano se compró a Sigma Chemical Company. Los anticuerpos anti-CD71 

(APC, clona OKT9), anti-CD73 (PerCP-eFluor 710, clona AD2) y anti-CD98 (FITC, 

clona 5E5) se adquirieron a Bioscience, Inc.,San Diego, CA, USA. Los anticuerpos 

primarios de HIF-1α y PDK-1 provenían del Kit “Hypoxic Response Human Flow 

Cytometry Kit” de Abcam San Francisco, CA, USA. Los anticuerpos secundarios 

para HIF-1α (Alexa Fluor 647 anti-rabbit IgG, clona Poly4064) y PDK-1(PE Goat 

anti-mouse IgG,clona Poly4053) se compraron a Biolegend, San Diego, CA, USA. 

El alamar Blue se compró a Invitrogen, Eugen, OR, USA y el yoduro de propidio a 

Sigma-Aldrich. El JC-1 y la carbonil cianuro 3-clorofenilhidrazona (CCCP) provenían 

del kit “Mitoprobe JC-1 Assay Kit for Flow Cytometry” de Invitrogen, Eugen, OR, 

USA. La Anexina V (Alexa Fluor 647) se compró a BioLegend y la 7-

aminoactinomicina D (7-AAD) a BD Pharmingen, San José, CA, USA. 

6.2 Equipos 

Las líneas celulares fueron incubadas en la incubadora Sanyo Electric Co. Para 

producir una atmósfera en hipoxia se empleó la cámara de incubación modular 

Billiups-Rothenberg. Se empleó el fluorómetro Fluoroskan Ascent FL de 

Labsystems y el citómetro de flujo FACSCanto II de Becton Dickinson. Se empleó 

el analizador bioquímico YSI de Life Science. Se empleó el contador de células 

automático TC20 de BioRad. 
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6.3 Cultivo celular 

La línea celular de carcinoma epidermoide de pulmón SKMES-1 y las células de 

fibroblastos de pulmón MRC-5, fueron obtenidas de la American Type Culture 

Collection (ATCC). Las células se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado 

con suero fetal bovino (SFB) al 10% v/v y una solución de antibióticos al 1% v/v 

(estreptomicina/ ampicilina). Las líneas celulares se mantuvieron con el medio 

RPMI-1640 a 37ºC en una atmósfera de 21% de O2 y 5% de CO2. Cuando las células 

alcanzaban el 95% de confluencia, se realizaba un pase celular con tripsina.  

 

6.4 Conteo y viabilidad celular 

Para evaluar la cantidad y viabilidad celular se empleó la cámara de Neubauer 

utilizando el colorante vital azul de tripano. El colorante posee grupos cargados 

amino y sulfonato los cuales le impiden atravesar las membranas celulares intactas, 

pero si a las membranas de células muertas. Por lo que se pueden observar a las 

células viables translucidas mientras que las muertas poseen un color azul. 

 

6.5 Condiciones de cultivo 

Las líneas celulares se cultivaron bajo diferentes condiciones de cultivo al 

modificarse la fuente de carbono, el pH y la tensión de oxígeno.  

Se emplearon dos fuentes de carbono diferentes: medio RPMI-1640 con D-glucosa 

(2.0 g/L) y medio RPMI-1640 con L-lactato (2.8g/L). Los medios con D-glucosa y L-

lactato se ajustaron a pH 7.2 y 6.2.  

Las células fueron incubadas bajo diferentes tensiones de oxígeno: normoxia e 

hipoxia. La atmosfera de normoxia estuvo compuesta por un 21% de O2 y 5% de 

CO2 mientras que la atmosfera de hipoxia se controló a través de la cámara modular 

Billiups-Rothenberg en la que había un 2% de O2, 5% de CO2 y 93% de N2. 
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Las condiciones de cultivo empleadas para los diferentes ensayos se resumen en 

las siguientes tablas:  

Normoxia 

Glucosa 

pH 7.2 

Glucosa 

pH 6.2 

Lactato 

pH 7.2 

Lactato 

pH 6.2 

    

Los ensayos realizados en la línea celular SKMES-1 y fibroblastos de pulmón MRC-

5 fueron los siguientes: 

a) Cinéticas de crecimiento, de consumo de glucosa y glutamina y de producción de 

lactato y glutamato. 

b) Evaluación de la masa mitocondrial por citometría de flujo. 

d) Evaluación de la capacidad reductora celular por fluorometría 

d) Evaluación del potencial de membrana mitocondrial por citometría de flujo. 

d) Evaluación de las moléculas HIF-1α y PDK-1 por citometría de flujo 

f) Evaluación de los marcadores de metabolismo CD71, CD73 y CD98 por citometría 

de flujo. 

 

6.6 Cinéticas de crecimiento celular 

De las cajas de cultivo se recuperaron las células con tripsina y se lavaron con medio 

RPMI-1640. Se prepararon suspensiones celulares a una concentración celular de 

100,000 cel/mL para SKMES-1 y 50,000 cel/mL para MRC-5, utilizando cada uno 

de los medios. 

Utilizando placas de 24 pozos, se sembró 1mL por pozo de cada suspensión celular 

(4 pozos por placa). Una placa se incubó en normoxia y otra en hipoxia. Se 

recuperaron el sobrenadante y las células de cada pozo a las 24, 48, 72, y 96h de 

incubación. Los sobrenadantes se almacenaron a -20°C para su posterior análisis. 

Las células se recuperaron empleando tripsina y se lavaron con PBS estéril. Se 

resuspendieron en PBS y se contaron con el contador de células TC20 empleando 

azul de tripano. 

 

Hipoxia 

Glucosa 

pH 7.2 

Glucosa 

pH 6.2 

Lactato 

pH 7.2 

Lactato 

pH 6.2 
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6.7 Consumos de glucosa y glutamina, producción de lactato y glutamato. 

De los sobrenadantes obtenidos previamente, se determinó la cantidad de glucosa, 

glutamina, glutamato y lactato empleando el analizador bioquímico YSI (Life 

Science, St. Louis, MO, USA) 

El YSI es un equipo automatizado que realiza la determinación de diferentes 

metabolitos de una manera rápida y precisa. La determinación de metabolitos se 

realiza por medio de enzimas acopladas en una membrana. Dichas enzimas 

producen como producto final: peróxido de hidrogeno. El peróxido de hidrogeno 

participa en una reacción oxido-reducción con el electrodo de platino del YSI, 

produciendo una señal que es directamente proporcional a la concentración de 

metabolito. 

6.8 Evaluación de la masa mitocondrial empleando Mitotracker Green por 

citometría de flujo. 

La masa mitocondrial se evaluó empleando el compuesto Mitotracker Green. Tal 

compuesto tiene la característica de no ser fluorescente en soluciones acuosas 

mientras que, en un ambiente lipídico, se acumula y fluoresce. La acumulación del 

compuesto es independiente del potencial de membrana mitocondrial por lo que la 

fluorescencia emitida es proporcional a la masa mitocondrial (Probes, 2010).  

Se realizó una suspensión de una concentración celular de 100,000 cel/mL para 

SKMES-1 y 50,000 cel/mL de MRC-5, empleando cada uno de los medios. Se 

utilizaron placas de 24 pozos, se sembró 1mL por pozo de cada suspensión celular 

(1 pozo por placa). Una placa se incubó en normoxia y otra en hipoxia por 48h. 

Posteriormente se recuperaron las células y se lavaron con PBS. Las células se 

resuspendieron y contaron con azul de tripano en cámara de Neubauer. Se lavaron. 

Se resuspendieron en Mitotracker Green 200nM (200µL por cada 100,000 células) 

y se incubaron durante 30min a 37°C. Se lavaron las células con PBS y se 

resuspendieron en 200 µL de yoduro de propidio (5µg/ml). Las células teñidas se 

adquirieron en el citómetro de flujo FACSCanto II. De la región de las células viables 

(yoduro de propidio negativas) se adquirieron al menos 20,000 eventos. Los datos 

obtenidos se analizaron empleando el programa FlowJo V10. 
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Fig. 12.- Análisis de la masa mitocondrial. A) Se muestra la densidad poblacional de las células tumorales. Se seleccionó la población 

que corresponde a las células individuales. B) De las células individuales se evaluó la marca fluorescente de yoduro de propidio (PI). Se 

seleccionó a la población negativa para PI, la cual corresponde a las células viables. C) En la gráfica se muestra la población de las células 

viables en los parámetros de tamaño y granularidad. D) Se realizó un histograma de la fluorescencia de Mitotracker green. De esta 

población se determinó la intensidad media de fluorescencia (MFI) de cada condición, la cual es directamente proporcional a la masa 

mitocondrial. 
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Evaluación de la capacidad reductora celular empleando Alamar blue por 

fluorometría.  

Para evaluar la capacidad reductora celular se empleó el compuesto soluble Alamar 

blue (también conocido como resazurina), el cual es un indicador de óxido-reducción 

que fluoresce y cambia de color en respuesta a la reducción química del medio en 

crecimiento. Tal reducción está dada por NADH2, NADPH, FADH, reductasas 

mitocondriales, diaforasas y citocromos (Figura 12). (Rampersad, 2012) 

 

 

 

 

Figura 13.- Par oxido-reducción de Alamar blue. La resazurina (color azul y no 
fluorescente) es reducida a resorufina (color rosa y fluorescente) la cual es 
detectada por fluorometría. 
 
Se prepararon suspensiones celulares a una concentración de 100,000 cel/mL para 

SKMES-1 y 50,000 cel/mL para MRC-5, empleando cada uno de los medios 

diferentes. En placas de 48 pozos, se sembraron 500 µl por pozo de cada 

suspensión celular (3 pozos por placa) y se incubaron por 48h.  

A las 45h de incubación se colocó el 10% v/v de Alamar blue y se continuó con la 

incubación. A las 48h se tomaron 100µl del sobrenadante de cada condición y se 

leyeron empleando el fluorómetro Fluoroskan Ascent FL (λ excitación de 544nm, λ 

emisión de 590nm). Posteriormente las células se recuperaron y lavaron con 1mL 

de PBS. Se contaron empleando azul de tripano. Se calculó la fluorescencia emitida 

por cada 1,000 células.  

𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑝𝑜𝑟 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎 =
𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑝𝑎𝑟𝑎 𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑑𝑖𝑐𝑖ó𝑛

𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑝𝑎𝑟𝑎 𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑑𝑖𝑐𝑖ó𝑛
𝑋 1000 

 

 

 

Reducción 

Resazurina Resorufina 
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Evaluación del potencial de membrana mitocondrial empleando JC-1/ Anexina 

V/ 7-AAD por citometría de lujo. 

El potencial de membrana mitocondrial es un indicador de la actividad mitocondrial. 

Se evaluó empleando un fluorocromo catiónico, el JC-1. Dicho fluorocromo tiene la 

capacidad de internalizarse en la mitocondria de forma dependiente del potencial, 

emitiendo una fluorescencia verde (514nm) en su forma monomérica y fluorescencia 

roja (590nm) al encontrarse en forma de agregados a consecuencia del aumento de 

potencial de membrana mitocondrial (Figura 15). 

Se obtiene la intensidad media de fluorescencia (MFI) emitida por la fluorescencia 

roja y por la verde, el cociente (MFIroja/MFIverde) es un indicativo del potencial de 

membrana mitocondrial. 

 

Figura 14.- Evaluación del potencial de membrana mitocondrial. El JC-1 se internaliza 
y se acumula en la matriz mitocondrial debido a la carga positiva del fluorocromo y la carga 
negativa de la matriz.  

 

La tinción de JC-1 está acoplada con la técnica de Anexina V y 7-AAD. Dicha técnica 

permite discriminar a las células muertas o en apoptosis de las células viables.  

La fosfatidilserina se encuentra en la cara interna de la membrana plasmática en 

células viables, cuando las células entran en apoptosis esta molécula se transloca 
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a la cara externa. La Anexina V se une específicamente a la fosfatidilserina en la 

cara externa de la membrana plasmática.  El 7-AAD es un fluorocromo soluble que 

es hidrofílico, y es excluido en las células viables. Cuando las células están muertas 

penetra y se une al DNA de doble membrana al intercalarse entre las regiones ricas 

en bases guanina-citocina 

En placas de 24 pozos se colocaron las líneas SKMES-1 y MRC-5 a la densidad 

antes indicada. Se incubaron en normoxia e hipoxia por 48h. Las células se 

recuperaron y se lavaron con PBS. Se resuspendieron en 200 µL de JC-1 (2µM) 

preparado en PBS, se incubó a 37°C por 30 min. Se lavaron las células y se 

resuspendieron en 100µL de Anexina V (5µL/tubo) preparado en buffer HEPES, se 

incubó a 37°C por 30 min. Se añadieron 100µL de 7-AAD (4µL/tubo) preparado en 

HEPES. 

Las células teñidas se adquirieron en el citómetro de flujo FACSCanto II. De la 

región de las células viables (Anexina V y 7-AAD negativas) se adquirieron al menos 

20,000 eventos. Los datos obtenidos se analizaron empleando el programa FlowJo 

V10. 
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Fig. 15- Análisis del potencial de membrana. A) Se muestra la densidad poblacional de las células tumorales. Se seleccionó la 

población que corresponde a las células individuales. B) De las células individuales se evaluaron las marcas fluorescentes de 

Anexina V y 7-AAD. Se seleccionó la población negativa para Anexina V y 7-AAD, correspondiente a las células viables C) Las 

células viables se muestran graficadas en los parámetros de Tamaño-Granularidad D) De la población con fluorescencia roja se 

elaboró un histograma  E) El histograma nos permitió obtener la MFI590 Red y la MFI514 Green. Se realizó un cociente entre la 

IMF590/ IMF514 que es proporcional al potencial de membrana mitocondrial. 
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6.11 Evaluación de las moléculas HIF-1α y PDK-1 por citometría de flujo. 

La evaluación de los marcadores HIF-1α y PDK-1 se realizó por medio de una 

tinción intracelular. Para ello se ocuparon anticuerpos primarios dirigidos en contra 

de estas dos proteínas. Posteriormente se emplearon anticuerpos secundarios 

marcados dirigidos en contra de los anticuerpos primarios. Para discriminar las 

células muertas se empleó el reactivo Zombie NIR (Figura 15). 

 

 

 

Figura 16.- Representación del Zombie NIR. Zombie NIR es un fluorocromo que 
interacciona con los grupos amino primarios de las proteínas. Es excluido en células viables 
por lo que solo es capaz de unirse a proteínas de superficie de la membrana plasmática. 
En células muertas la membrana pierde la continuidad y Zombie NIR penetra y se une con 
las proteínas presentes en el citoplasma. En células muertas aumenta la intensidad de 
fluorescencia del fluorocromo.   
 

Se sembraron las células de acuerdo a la densidad y condiciones antes 

mencionadas. Posteriormente las células se recuperaron y se lavaron con PBS. Se 

resuspendieron en 100µL de Zombie NIR (0.75 µL/tubo) diluido en PBS, se incubó 

a temperatura ambiente por 30min. Posteriormente se lavaron con PBS/ albumina 

(1% p/v) y azida de sodio (0.1% p/v). Se resuspendieron en 125 µL de PBS y se 

añadió lentamente 125µL de p-formaldehído (4%), se mezclaron por inmersión. Las 

células se lavaron. Posteriormente se resuspendieron en 100µL de PBS y se 

añadieron 900µL de metanol (100%). Las células se almacenaron a -20°C. 

Las células se sacaron de almacenamiento y se dejaron llegar a temperatura 

ambiente, posteriormente se lavaron dos veces con 1mL de buffer de bloqueo. Las 

células se resuspendieron en 50µL de buffer de bloqueo y se incubaron a 

temperatura ambiente por 30min. Se añadieron 50µL de anticuerpos primarios: HIF-



MATERIALES Y MÉTODOS 

43 
 

1α (2µL/tubo) y PDK-1(2µL/tubo) preparados en PBS, se incubaron a temperatura 

ambiente por una hora. Las células se lavaron y resuspendieron en 50µL de 

anticuerpos secundarios anti-IgG (PE) de ratón (0.5µL/tubo, PDK-1) y anti-IgG 

(Alexafluor647) de conejo (0.625µL/ tubo, HIF-1α) diluidos en PBS, se incubaron a 

temperatura ambiente por 30min. Las células se lavaron y resuspendieron en 200µL 

de PBS.  

Las células teñidas se adquirieron en el citómetro de flujo FACSCanto II. De la 

región de las células viables (intensidad de fluorescencia de zombie baja) se 

adquirieron al menos 20,000 eventos. Los datos obtenidos se analizaron empleando 

el programa FlowJo V10. 
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Fig. 17.- Análisis de los marcadores HIF-1α y PDK-1. A) Se muestra la densidad poblacional de las células tumorales. Se seleccionó 

la población que corresponde a las células individuales. B) De las células individuales se evaluó la marca fluorescente de Zombie 

NIR. Se seleccionó a la población con intensidad de fluorescencia baja para dicha marca, la cual corresponde a las células viables. 

C) En la gráfica se muestra la población de las células viables en los parámetros de tamaño y granularidad. D) Se realizó un 

histograma de la intensidad de fluorescencia HIF-1α y PDK. 

 



MATERIALES Y MÉTODOS 

45 
 

6.12 Evaluación de los marcadores de metabolismo CD71, CD73 y CD98 por 

citometría de flujo. 

Los marcadores de metabolismo se evaluaron a través de una inmunotinción de 

membrana. Se emplearon anticuerpos marcados en contra de CD71, CD73 y CD98.  

Se colocaron SKMES-1 y MRC-5 bajo las condiciones de cultivo antes 

mencionadas. A las 48h las células se recuperaron y lavaron con PBS. Se 

resuspendieron en 100 µL de Zombie NIR (0.75 µL) preparado en PBS, las células 

se incubaron a temperatura ambiente por 30min. Posteriormente las células se 

lavaron con PBS/ albumina (1% p/v) y azida de sodio (0.1% p/v). Las células se 

resuspendieron en una mezcla de anticuerpos anti-CD71, anti-CD73 y anti-CD98, y 

se incubaron a temperatura ambiente por 30min. Posteriormente las células se 

lavaron con PBS/BSA y se fijaron con 250 µL de p-formaldehido al 1%.  

Las células teñidas se adquirieron en el citómetro de flujo FACSCanto II. De la 

región de las células viables (intensidad de fluorescencia de Zombie NIR baja) se 

adquirieron al menos 20,000 eventos. Los datos obtenidos se analizaron empleando 

el programa FlowJo V10. 
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Fig. 18.- Análisis de los marcadores de metabolismo. A) Se muestra la densidad poblacional de las células tumorales. Se seleccionó 

la población que corresponde a las células individuales. B) De las células individuales se evaluó la marca fluorescente de Zombie 

NIR. Se seleccionó a la población con intensidad de fluorescencia baja dicha marca, la cual corresponde a las células viables. C) En 

la gráfica se muestra la población de las células viables en los parámetros de tamaño y granularidad. D) Se realizó un histograma 

de la intensidad de fluorescencia de CD71, CD73 y CD98. 
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7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

El análisis estadístico se realizó con el programa GradPad Prism 5. Se emplearon 

análisis ANOVA de una vía para determinar si existían diferencias significativas 

entre los diferentes resultados encontrados. Las pruebas post hoc utilizadas fueron: 

 

Prueba de Bonferroni: para comparar la capacidad reductora celular, la masa 

mitocondrial, así como el potencial de membrana mitocondrial. Las comparaciones 

se realizaron entre todas las condiciones de cultivo.  

 

Prueba de Dunnet: para comparar la expresión de los marcadores de metabolismo 

celular y de moléculas de respuesta a la hipoxia. 

 

Se consideró una p<0,05 como diferencia significativa.  
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8. RESULTADOS 

 

Los cultivos en normoxia presentaron mayor proliferación celular que sus 

contrapartes hipoxicas. 

Se llevó acabo la evaluación de la proliferación celular de los fibroblastos MRC-5 y 

de la línea celular SKMES-1, por medio de cinéticas de crecimiento bajo diferentes 

condiciones de cultivo (Figura 18). En la fase exponencial de crecimiento se calculó 

la velocidad específica de crecimiento y el tiempo de duplicación (Véase apéndice) 

(Tabla 1). 

Tanto para MRC-5 como para SKMES-1, los cultivos en normoxia presentaron 

mayor proliferación que aquellos en hipoxia. Las células cultivadas en glucosa a 

pH7.2 (Glu7.2) en normoxia e hipoxia presentaron mayor proliferación que el resto 

de las condiciones. Tanto en MRC-5 como en SKMES-1 se encontró que cuando 

las células son cultivadas bajo hipoxia la velocidad específica de crecimiento 

disminuyó y el tiempo de duplicación se incrementó.  
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MRC-5 

 

                                 

SKMES-1 

 

                      

 

 

Figura 19.- Cinéticas de crecimiento celular de MRC-5 y SKMES-1 bajo diferentes 

condiciones de cultivo. Se muestra la desviación estándar (±) de una n=2 para MRC-5 y 

una n=3 para SKMES-1. Glucosa (Glu), Lactato (Lac), pH 7.2 (7.2) y pH 6.2 (6.2). 
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Tabla 1.- Velocidad especifica de crecimiento y tiempo de duplicación de MRC-5 y 

SKMES-1 bajo diferentes condiciones de cultivo.  

   

 Normoxia Hipoxia 

 
Línea 

celular 

Velocidad 
especifica de 
crecimiento*  

 

Tiempo de 
duplicación 

Velocidad 
especifica de 
crecimiento*  

Tiempo de 
duplicación 

MRC-5     
GlupH7.2 0.016 41.81 0.015 43.87 
GlupH6.2 0.0204 33.93 0.018 37.62 
LacpH7.2 0.019 35.61 -0.007** -88.22** 

LacpH6.2 0.024 27.73 0.0200 34.55 
     

SKMES-1     

GlupH7.2 0.265 26.11 0.102 67.87 
GlupH6.2 0.262 26.41 0.317 21.85 
LacpH7.2 0.296 23.38 0.21 32.87 
LacpH6.2 0.89 77.55 0.174 39.66 

* La velocidad específica de crecimiento está dada en (h-1). 

**Se presentó muerte celular. 

 

El consumo de glucosa se incrementó en MRC-5 y en SKMES-1 en hipoxia 

Un elevado consumo de glucosa es una característica presente en las líneas 

tumorales, es por ello que se evaluó el consumo de glucosa en este estudio. Se 

calculó la velocidad de consumo de glucosa para cada línea celular en la fase 

exponencial (Figura 19) (Véase apéndice); posteriormente se calculó el porcentaje 

de consumo de glucosa para cada condición con respecto al control (glucosa pH7.2 

normoxia, Glu7.2N) los resultados se muestran en la Tabla 2. 
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Figura 20.- Consumo de glucosa de MRC-5 y SKMES-1 bajo las diferentes 

condiciones de cultivo. Se muestra la desviación estándar (±) de una n=2 para MRC-5 y 

una n=3 para SKMES-1. Glucosa (Glu), Lactato (Lac), pH 7.2 (7.2) y pH 6.2 (6.2). 

 

En MRC-5, el consumo de glucosa se incrementó bajo condiciones de hipoxia, 

siendo mayor en el medio con pH 7.2. En la línea SKMES-1, solo se observó un 

incremento del consumo de glucosa a pH ácido (Tabla 2).   
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Tabla 2.- Consumo de glucosa y producción de lactato de MRC-5 y SKMES-1 bajo 

diferentes condiciones de cultivo.  

   

 Normoxia Hipoxia 

Línea 
celular 

Consumo de 
glucosa*  

 

Porcentaje**  
 

Consumo de 
glucosa*  

 

Porcentaje**  

MRC-5     
GlupH7.2 0.5863 100 2.502 427 
GlupH6.2 0.6043 103 0.6957 119 

SKMES-1     

GlupH7.2 0.2165 100 0.1775 82 
GlupH6.2 0.1281 59 0.3891 180 

     
 Producción de 

lactato* 
Porcentaje** Producción de 

lactato* 
Porcentaje** 

MRC-5     
GlupH7.2 1.50 100 3.98 265 
GlupH6.2 2.15 143 1.38 92 
LacpH7.2 1.86 124 0.68 45 
LacpH6.2 2.86 191 1.55 103 

SKMES-1     

GlupH7.2 0.832 100 0.510 61 
GlupH6.2 0.595 71 1.28 154 
LacpH7.2 0.414 50 0.488 59 
LacpH6.2 0.650 78 0.384 46 

* Velocidad de consumo está dada en micromol/1, 000,000cels*h. 

**Respecto al control (Glu7.2N) 

 

La producción de lactato se incrementó en MRC-5 y SKMES-1 en hipoxia 

En diversos estudios con líneas celulares se ha observado que el aumento en la 

concentración de lactato extracelular está dado por un elevado consumo de glucosa.  

En las células MRC-5 la producción de lactato fue mayor en Glu7.2H, mientras que 

en las células SKMES-1, la producción de lactato fue mayor en Glu6.2H. Se 

encontró que los medios con mayor producción de lactato son aquellos en los que 

el consumo de glucosa fue mayor. Ninguna de las líneas consumió lactato bajo 

ninguna condición, ya que las concentraciones aumentaron progresivamente 

(Figura 20 y Tabla 3). 
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Figura 21.- Producción de lactato por MRC-5 y SKMES-1 bajo las diferentes 

condiciones de cultivo. Se muestra la desviación estándar (±) de una n=2 para MRC-5 y 

una n=3 para SKMES-1. Glucosa (Glu), Lactato (Lac), pH 7.2 (7.2) y pH 6.2 (6.2). 

 

El consumo de glutamina fue mayor en lactato pH 6.2 normoxia 

Las células tumorales emplean vías alternas a la glicólisis para generar 

intermediarios del ciclo de Krebs, aminoácidos, purinas entre otros.  

Tanto en las células MRC-5  como en las células SKMES-1, el consumo de 

glutamina fue mayor en el medio con lactato pH 6.2 en normoxia (Figura 21 y Tabla 

4). 
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Figura 22.- Consumo de glutamina de las células MRC-5 y SKMES-1 bajo las 

diferentes condiciones de cultivo. Se muestra la desviación estándar (±) de una n=2 para 

MRC-5 y una n=3 para SKMES-1. Glucosa (Glu), Lactato (Lac), pH 7.2 (7.2) y pH 6.2 (6.2). 
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Tabla 4.- Consumo de glutamina y producción de glutamato de las células 

MRC-5 y SKMES-1 bajo diferentes condiciones de cultivo.  

* Velocidad de consumo en micromol/1, 000,000cels*h 

**Respecto al control (Glu7.2N) 

*** Se presentó muerte celular 

 

La producción de glutamato fue menor en hipoxia 

En MRC-5 se encontró que en hipoxia no se observa producción de glutamato.  

En la línea SKMES-1 se encontró que solo bajo normoxia el medio con lactato a pH 

6.2 era el único que incrementó la producción de glutamato mientras que el resto de 

las condiciones en normoxia e hipoxia disminuyeron la producción (Figura 22 y 

Tabla 4). 

 

   

 Normoxia Hipoxia 

Línea 
celular 

Consumo de 
glutamina*  

 

Porcentaje**  
 

Consumo de 
glutamina*  

 

Porcentaje**  

MRC-5     
GlupH7.2 0.038 100 -0.0709 -187 

GlupH6.2 0.0281 74 0.0563 148 

LacpH7.2 0.0262 69 *** *** 

LacpH6.2 0.0951 251 -0.706 -186 

     

SKMES-1     

GlupH7.2 0.0286 100 0.0202 71 

GlupH6.2 0.0225 79 0.0216 75 

LacpH7.2 0.0521 182 0.0424 148 

LacpH6.2 0.0472 165 -0.0549 -19 

     

 Producción de  
glutamato*  

 

Porcentaje**  
 

Producción de 
glutamato*  

 

Porcentaje**  

MRC-5     
GlupH7.2 0.0116 100 -0.0398 -335 
GlupH6.2 0.0174 150 -0.0907 -78 
LacpH7.2 -0.581 -50 -0.0517 -445 
LacpH6.2 0.0138 113 -0.0471 -406 

     

SKMES-1     

GlupH7.2 0.0794 100 0.0483 65 
GlupH6.2 0.0656 88 0.0416 55 
LacpH7.2 0.0739 99 0.0516 76 
LacpH6.2 0.0103 137 0.0375 50 
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Figura 23.- Producción de glutamato de MRC-5 y SKMES-1 bajo las diferentes 

condiciones de cultivo. Se muestra la desviación estándar (±) de una n=2 para MRC-5 y 

una n=3 para SKMES-1. Glucosa (Glu), Lactato (Lac), pH 7.2 (7.2) y pH 6.2 (6.2). 
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La masa mitocondrial disminuyó cuando las células se cultivaron con lactato 

e hipoxia 

En este estudio se evaluó si la masa mitocondrial de los fibroblastos de pulmón 

MRC-5 y las células tumorales SKMES-1 se modificaba de acuerdo a las 

condiciones de estrés metabólico. Para ello se empleó la tinción de Mitotracker 

Green con yoduro de propidio. El yoduro de propidio nos permitió discriminar a las 

células muertas de las viables (Figura 23).   

De las células viables de cada condición se obtuvo la intensidad media de 

fluorescencia (MFI) de Mitotracker Green. Se consideró a la MFI del control 

(Glu7.2N) como el 100 por ciento y se obtuvo el porcentaje correspondiente de cada 

condición respecto al control (Figura 24). Las células MRC-5 mostraron una baja 

viabilidad después de recolectarlas para su análisis por citometría de flujo en todas 

las condiciones, posiblemente debido a que el proceso de desprendimiento 

comprometió la membrana celular. No obstante, la mayor cantidad de células 

muertas se observó en la condición de lactato e hipoxia en ambas condiciones de 

pH. 

 

 

Figura 24.- Análisis de viabilidad por Tinción de Yoduro de Propidio. Porcentaje de 
células viables (yoduro de propidio negativas) y muertas (yoduro de propidio positivas) bajo 
diferentes condiciones de cultivo en las líneas MRC-5 y SKMES-1. En donde glucosa (Glu), 
lactato (Lac), pH 7.2 (7.2) y pH (6.2). Normoxia (N) e Hipoxia (H).             
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Se encontró que, en las células MRC-5 tratadas bajo las diferentes condiciones la 

masa mitocondrial no disminuyó significativamente con respecto a la MFI del control 

(Glu7.2N). Aunque bajo condiciones de hipoxia se observó que la masa 

mitoncondrial tiene una tendencia a disminuir, esta disminución no fue significativa 

(Figura 23).  

En la línea SKMES-1 se encontró que bajo hipoxia la masa mitocondrial disminuyó 

con respecto al control, hubo diferencias significativas respecto al control (p<0.05) 

en los medios con lactato.  

 

Figura 25.- Análisis de la masa mitocondrial en las células MRC-5 y SKMES-1 bajo 
diferentes condiciones de cultivo. Las barras representan el porcentaje de la MFI de 

Mitotracker Green de cada condición respecto al control. (* p<0.05 vs Glu7.2N), (*** p<0.001 
vs Glu7.2N). En donde glucosa (Glu), lactato (Lac), pH 7.2 (7.2) y pH (6.2). Normoxia (N) e 
Hipoxia (H).             

 
 
La capacidad reductora celular incrementó en los medios con acidosis y 
lactato tanto en SKMES-1 como en MRC-5 
 
La capacidad reductora celular se evaluó a través del ensayo con Alamar 

Blue(resorufina). De cada condición se obtuvo el número de células viables y la 

fluorescencia emitida por la resorufina reducida. Se realizó una relación entre la 

fluorescencia emitida de resorufina entre el número de células viables. La relación 

fluorescencia emitida/ células viables se refirió por cada 1,000 células.  

En las células MRC-5 la capacidad reductora entre medios con la misma fuente de 

carbono y tensión de oxígeno mostró un incremento bajo acidosis, aunque esta 

tendencia no mostró diferencias significativas. Por el contrario, al comparar entre 

diferentes tensiones de oxígeno se encontró que la capacidad reductora incrementó 
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en los medios con lactato e hipoxia. 

Con respecto a la línea SKMES-1, la capacidad reductora mostró un incremento 

significativo en las células cultivadas bajo normoxia a pH 6.2, la condición de hipoxia 

no mostró cambios con respecto a la contraparte de normoxia (Figura 25). 

 

Figura 26.- Capacidad reductora celular bajo las diferentes condiciones de cultivo. La 
capacidad reductora se evaluó mediante el ensayo de Alamar blue. (* p<0.05 vs la condición 
indicada). En donde glucosa (Glu), lactato (Lac), pH 7.2 (7.2) y pH (6.2). Normoxia (N) e 
Hipoxia (H).             
 
 
 

El potencial de membrana mitocondrial disminuyó en la línea celular SKMES-
1 
 
Debido a las variaciones presentadas en la masa mitocondrial fue importante 

evaluar si había un efecto sobre el potencial de membrana mitocondrial, para ello 

se evaluó con la técnica de JC-1 los cambios en el potencial de membrana 

mitocondrial. Como se mencionó en el apartado de materiales y métodos se añadió 

un disruptor de potencial de membrana mitocondrial (CCCP) como control. Como 

se puede apreciar en la figura 26, la emisión de JC-1 en Red disminuyó cuando las 

células fueron tratadas con CCCP, mientras que la emisión de JC-1 en Green es 

similar entre las dos condiciones.  
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JC-1 Green (514nm) 

 

 

 
   

                                                
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

                    CCCP                                         Glucosa pH 7.2 Normoxia  
         
 
Figura 27.-Efecto del CCCP en el ΔΨm de las células SKMES-1. A.-Se muestra la 
población de células viables en los parámetros de JC-1 Red/JC-1 Green. La población rosa 
corresponde a las células cultivadas en glucosa a pH 7.2 en normoxia mientras que la 
población en azul corresponde a las células tratadas con CCCP.  De dichas poblaciones se 
obtuvieron los histogramas correspondientes a la longitud de onda roja (590nm), JC-1 red 
y verde (514nm), JC-1 green.  
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A la evaluación del potencial de membrana mitocondrial se acopló la técnica de 

Anexina V/7-AAD para discriminar a las células muertas de las viables, el porcentaje 

de células muertas, viables y en proceso apóptotico se muestra en la Figura 27. Las 

células MRC-5 mostraron un menor porcentaje de células viables en las condiciones 

de lactato e hipoxia, concomitantemente con un incremento en el porcentaje de 

células en apoptosis tardía. Por el contrario, las células SKMES-1, mostraron un alto 

porcentaje de células viables en la mayoría de las condiciones. Estos resultados 

son semejantes a los obtenidos previamente (Figura 23). 

 

 

 

Figura 28.- Porcentaje de células viables, necróticas, apoptóticas tardías y tempranas 
para cada condición de cultivo de MRC-5 y SKMES-1.  

 

Los resultados del potencial de membrana mitocondrial (cociente MFI590/MFI514) se 

muestran en la Figura 28. Se encontró que el potencial de membrana mitocondrial 

es diferente entre las células estudiadas, siendo mayor para los fibroblastos MRC-

5 y menor para SKMES-1. 

En las células MRC-5 no se encontraron diferencias significativas en el potencial de 

membrana mitocondrial, aunque se presentó una ligera disminución en los medios 

con lactato y pH 7.2 tanto en normoxia como en hipoxia (Figura 27). 
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En las células SKMES-1 se encontró un incremento significativo del potencial de 

membrana mitocondrial en la condición de Glucosa pH 6.2 e hipoxia con respecto 

al control (Glu7.2N) y las condiciones de Glu6.2N y Glu7.2H. Las células incubadas 

en medios con lactato mostraron un aumento ligero de su potencial de membrana 

mitocondrial, aunque no hubo diferencias significativas. 

 

 

Figura 29.- Potencial de membrana mitocondrial bajo las diferentes condiciones de 
cultivo.  Las barras representan el cociente obtenido de la MFI590/MFI514 de cada condición. 
(* p<0.05 vs las condiciones indicadas), (** p<0.01 vs las condiciones indicadas). En donde 
glucosa (Glu), lactato (Lac), pH 7.2 (7.2) y pH (6.2). Normoxia (N) e Hipoxia (H).          
    
 

En medios con lactato e hipoxia se incrementó la expresión de PDK-1 y    
HIF-1α  
 
La expresión de HIF-1α y PDK-1 se evaluó en las diferentes condiciones de cultivo 

con el objetivo de analizar si su expresión se veía modificada entre las líneas 

celulares, condiciones de cultivo y si la expresión de dichas moléculas se 

correlacionaba con el aumento del consumo de glucosa. La expresión de HIF-1α y 

PDK-1 se evaluó a través de una inmunotinción doble, empleando el fluorocromo 

Zombie NIR para discriminar a las células viables de las muertas (al momento de la 

fijación).  
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Figura 30.-Tinción intracelular de HIF-1 y PDK-1. Como control se emplearon células 
teñidas exclusivamente con anticuerpos secundarios (líneas azules), la tinción que emplea 
tanto anticuerpos primarios como secundarios se muestra en líneas rosas.  
 

De las células viables se obtuvo la MFI de HIF-1α y PDK-1. Se consideró a la MFI 

del control (Glu7.2N) como el 100 por ciento y se obtuvo el porcentaje 

correspondiente de cada condición respecto al control. Los resultados se muestran 

en la Figura 30. 

En las células MRC-5 se encontró que la expresión de HIF-1α no se modificó 

significativamente entre las diferentes condiciones de cultivo, aunque se observó 

que su expresión tendió a disminuir bajo condiciones de hipoxia. En SKMES-1 la 

expresión de HIF-1α se incrementó en los medios con lactato tanto en normoxia 

como en hipoxia mientras que la expresión de PDK-1 se incrementó en todas las 

condiciones de cultivo con respecto al control. 
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Figura 31.- Expresión de HIF-1α y PDK-1 en las líneas MRC-5 y SKMES-1 bajo las 
diferentes condiciones de cultivo. La MFI de Glu7.2N de cada marcador se consideró 
como la condición control. Se obtuvo el porcentaje de MFI de cada condición respecto al 
control. En donde glucosa (Glu), lactato (Lac), pH 7.2 (7.2) y pH (6.2). Normoxia (N) e 
Hipoxia (H).      
 

CD98 incrementó su expresión en SKMES-1 en los medios con lactato y pH 
7.2 
 

Se evaluó la expresión de los marcadores CD71, CD73 y CD98 involucrados en el 

metabolismo energético en las células SKMES-1. De las células se obtuvo la MFI 

correspondiente a cada marcador. Se consideró a la MFI del control (Glu7.2N) como 

el 100 por ciento y se obtuvo el porcentaje correspondiente de cada condición 

respecto al control, ver figura 31.  

La expresión del transportador de aminoácidos CD98 fue similar entre las diferentes 

condiciones de cultivo, a excepción de los medios con lactato en la que MFI de 

CD98 se encontró incrementada tanto en normoxia como en hipoxia. Siendo en 

normoxia la única condición en la que la MFI fue significativamente mayor con 
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respecto al control (Glu7.2N). Por el contrario, la expresión de la ecto 5’-

nucleotidasa CD73 mostró ser susceptible a las diferentes condiciones de cultivo. 

Se encontró que bajo normoxia, los medios con lactato incrementaron la expresión 

del marcador en comparación con los medios con glucosa. Dicha tendencia se vio 

disminuida cuando las células fueron cultivadas bajo hipoxia. Aún cuando se 

observan variaciones en la expresión del marcador no se encontraron diferencias 

significativas. 

El receptor de transferrina CD71 modificó su expresión de acuerdo a las condiciones 

de cultivo y se encontró que éste tiene a disminuir cuando las células se cultivan 

bajo acidosis. Dicha tendencia se incrementó cuando las células se cultivaron bajo 

hipoxia. Las variaciones en la expresión del marcador CD71 no mostraron 

diferencias significativas.  

 

 

 
 

 
 
Figura 32.-Expresión de CD98, CD73 y CD71 en SKMES-1 bajo las diferentes 
condiciones de cultivo. En las gráficas se muestra la MFI (*, p<0.05 vs la condición 
indicada). Se consideró a glucosa 7.2 normoxia como la condición control y su MFI se 
consideró como el 100 por ciento, se obtuvo el porcentaje de MFI de cada condición 
respecto al control. En donde glucosa (Glu), lactato (Lac), pH 7.2 (7.2) y pH (6.2). Normoxia 
(N) e Hipoxia (H).             
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9. DISCUSIÓN 

 

En el microambiente tumoral se pueden generar regiones en las que las 

concentraciones de glucosa, oxígeno y el pH extracelular fluctúan constantemente. 

En el presente estudio se evaluó el efecto de las diferentes condiciones del 

microambiente sobre el metabolismo y la proliferación celular tumoral. 

En diferentes estudios se ha mencionado la elevada capacidad replicativa de las 

células tumorales en comparación con células no tumorales (Hannahn, 2011) (Villar, 

2015). Al comparar la velocidad especifica de crecimiento (µ) de las células MRC-5 

y las células SKMES-1 encontramos que, las células tumorales SKMES-1 

presentaron una mayor proliferación en relación con las células MRC-5. Marthandan 

y cols. evaluaron el crecimiento y la senescencia de las células MRC-5 a través de 

la expresión de las cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) y el marcador de daño 

al DNA, γH2A.X. Encontraron un incremento progresivo en la expresión de CDK’s 

así como del marcador γH2A.X. Proponen que la velocidad de crecimiento de las 

células MRC-5 se ve afectada por los diferentes daños acumulados en el DNA, ya 

que estos impiden la progresión en el ciclo celular. Por el contrario, la elevada 

capacidad replicativa de las células SKMES-1 no solo podría atribuirse a las 

diferentes mutaciones sufridas durante el proceso de tumorigenesis sino también a 

su capacidad de modular su metabolismo celular. Aun cuando la µ de las células 

SKMES-1 fue mayor para todas las condiciones de cultivo en relación con la µ de 

las células MRC-5, fue interesante observar que la µ de ambos tipos celulares varió 

al modificar las condiciones de cultivo (Figura 33). 

Tanto las células MRC-5 como las células SKMES-1 disminuyeron su proliferación 

celular en condiciones de hipoxia (Figura 34). En diferentes estudios se ha 

observado que la hipoxia tiene un efecto variable de acuerdo al tipo celular 

estudiado (Marthandan, 2014). Diferentes reportes han mencionado que la hipoxia 

no inhibe el crecimiento de los fibroblastos, si no al parecer promueve su 

proliferación(Bradley,Ferenzc). Igualmente nosotros encontramos que las células 

MRC-5 tienen la capacidad para proliferar en hipoxia, aunque éstas requirieron de 
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una fase de adaptación. Además, observamos que la acidosis fue un factor 

importante para la proliferación de las células MRC-5, ya que bajo condiciones de 

hipoxia y acidosis la µ de las células MRC-5 incrementó.  

En células de cáncer de mama se observó que la acidosis fue un factor que 

promovió fenotipos más resistentes al aumentar la actividad mitocondrial, provocar 

arresto celular y restringir la biogénesis ribosomal (Gupta, 2014). Dai y cols. 

encontraron que las células de cáncer de mama de ratón (4T1) y humano (MCF-7) 

incrementaron su superviviencia del cuarto al quinceavo día cuando éstas eran 

cultivadas bajo acidosis láctica. Al comparar con nuestros resultados, observamos 

que la acidosis promovió la proliferación celular de las células SKMES-1 tanto en 

normoxia como en hipoxia, pero fue la combinación de acidosis láctica la que al 

parecer favoreció el desarrollo y supervivencia bajo hipoxia (Figura 36).  

En hipoxia, las células MRC-5 y las células SKMES-1 proliferaron al incrementar su 

metabolismo glicolítico con un subsecuente incremento en la producción de lactato 

(Figura 34). Las diferencias en el consumo de glucosa pueden estar asociadas al 

tipo celular, debido a que las células tumorales poseen un mayor potencial 

replicativo, por ende, los requerimientos energéticos para sintetizar lípidos, 

proteínas y DNA son mayores que en células no tumorales (Lemons, 2014). Existen 

múltiples estudios que hablan sobre la reprogramación metabólica de las células 

tumorales. Las células SKMES-1 fueron capaces de modular su metabolismo y 

restructurarlo de acuerdo a las variaciones de cultivo. Igualmente existen reportes 

en los que se menciona que los fibroblastos son capaces de restructurar su 

metabolismo y mantener un flujo glicolítico elevado (Lemons,2010; Marthandan, 

2014).  Lemons y cols. evaluaron las diferencias en el consumo de glucosa y 

glutamina entre fibroblastos de piel en proliferación y fibroblastos inducidos a la 

quiescencia por inhibición por contacto a través de isotopos marcados de [U- 13C]-

glucosa y [U- 13C]-glutamina. En dicho reporte se menciona que los fibroblastos 

fueron capaces de mantener un elevado flujo glicolítico así como de incorporar 

carbonos provenientes de la glutaminolisis al flujo del ciclo de Krebs. Concluyeron 

que los fibroblastos capaces de proliferar empleaban extensivamente a la glucólisis 



DISCUSIÓN 

68 
 

y la vía de las pentosas fosfato para producir nucleótidos y NADPH con fines 

biosintéticos mientras que los fibroblastos quiescentes empleaban su actividad 

metabólica en la síntesis de ácidos grasos y antioxidantes, anteponiendo su 

integridad celular sobre la proliferación celular. Marthandan y cols. proponen que, 

cuando las células MRC-5 son incapaces de completar sus procesos de reparación, 

las células se vuelven senescentes, provocando que solo una parte de la población 

sea activa proliferativamente. Al conjuntar dichos estudios con nuestros resultados 

podemos proponer que las células MRC-5 podrían mantener un elevado consumo 

de glucosa para la síntesis de nuevas células. Sin embargo, al estar expuestas a 

las diferentes condiciones que recrean el microambiente tumoral se acumulan 

daños que no les permiten dividirse por lo que es necesario redirigir la energía 

metabólica hacia la reparación y autopreservación.  

Se ha demostrado que diferentes líneas celulares tumorales pueden utilizar al 

lactato como un sustrato alterno para sobrevivir a la heterogeneidad del 

microambiente tumoral (Phipps, 2014; Silva, 2012; Van, 2017). Nosotros 

encontramos que tanto las células MRC-5 así como las células SKMES-1 

presentaron un incremento progresivo en las concentraciones de lactato en las 

diferentes condiciones de cultivo (Figura 35). Dichos resultados muestran que 

ambos tipos celulares no consumen el lactato y por tanto no emplean el mecanismo 

propuesto por la teoría de la simbiosis metabólica, por lo que es posible que 

empleen vías alternas para sostener su metabolismo y permitir una proliferación 

celular sostenida. 

Al evaluar la expresión de moléculas de respuesta a hipoxia y a los marcadores de 

metabolismo encontramos que las diferencias metabólicas entre las células MRC-5 

y las células SKMES-1 pueden estar asociadas con la expresión de éstos.  

En este estudio encontramos que las células SKMES-1 cultivadas bajo acidosis 

láctica incrementaron la expresión de las moléculas HIF-1α y PDK-1 en 

comparación con las otras condiciones de cultivo. Estos resultados son interesantes 

ya que sugieren que la expresión de HIF-1α en las células tumorales SKMES-1 no 

parece estar asociada a una disminución en la tensión de oxígeno, sino a la 
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presencia de ácido láctico en los cultivos. Nuestros resultados concuerdan con 

diferentes estudios en los que se ha postulado que el lactato sirve como 

estabilizador de HIF-1α bajo normoxia (Doherty, 2013; De Saedeleer, 2012). Se ha 

mencionado que dicha adaptación celular no solo incrementa el metabolismo 

glicolítico, sino al parecer ayuda a modular los cambios en las concentraciones de 

amonio y el pH generados por la glutaminolisis (Kapler, 2012), que muestra la 

capacidad tumorigénica que posee el lactato. Las células SKMES-1 podrían estar 

estabilizando a HIF-1α a través del lactato, lo cual ayudaría a las células a adaptarse 

a las condiciones de cultivo a través de la expresión de diferentes moléculas 

transportadoras y enzimas, entre las que se incluyen CD71, CD73 y CD98 de los 

cuales HIF-1 es un regulador positivo (Prior, 2014; Tak, 2016; Yoshioka, 

2012)(Figura 35).  

Nosotros encontramos una tendencia a incrementarse la expresión de los 

marcadores CD73 y CD98 cuando las células SKMES-1 fueron cultivadas en medio 

con lactato, aún cuando estos resultados no fueron significativos sugieren que la 

molécula HIF-1α no solo se encuentra estabilizada si no que al parecer es capaz de 

inducir la expresión de CD73 y CD98.  

Un estudio con líneas celulares de adenocarcinoma pulmonar A-549 y de carcinoma 

epidermoide Calu-1 mostró que la expresión del trasportador de aminoácidos CD98 

no solo es variable entre los diferentes tipos celulares, si no al parecer está asociada 

con la falta de glucosa en los medios de cultivo (Valencia, 2013). Por otra parte, la 

expresión de CD98 se ha asociado con la activación de la vía mTOR a través del 

intercambio de aminoácidos esenciales por glutamina (Cantor, 2010). También 

encontramos que en las células SKMES-1 cultivadas con lactato se incrementó 

tanto la expresión de CD98 como el consumo de glutamina. Lo que sugiere que las 

células SKMES-1 sobreviven cuando el lactato es la principal fuente de carbono, a 

través del catabolismo de aminoácidos, dicha adaptación no solo les permitiría 

mantener su metabolismo sino a su vez impulsaría la proliferación celular a través 

de la vía mTOR.  
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Aun cuando la expresión de los marcadores de metabolismo se encuentra 

estrechamente asociada con el factor HIF-1, encontramos que la expresión del 

receptor de transferrina CD71 y la 5´-ecto nucleotidasa CD73 no se modificó 

significativamente. Lo cual indicó que ninguno de los marcadores fue susceptible a 

los cambios en las condiciones de cultivo.  

Por otro lado, estudios realizados en líneas celulares de glioblastoma se encontró 

que las células tumorales disminuyeron su masa mitocondrial de acuerdo a la 

tensión de oxígeno (Travis, 2011; Valencia, 2013). Del mismo modo, nosotros 

encontramos una disminución de la masa mitocondrial tanto en las células MRC-5 

así como en las células SKMES-1 cuando las células fueron cultivadas en 

condiciones de hipoxia y lactato. En condiciones de hipoxia y lactato ambos tipos 

celulares fueron metabólicamente menos activos, debido a la falta de sustratos 

oxidables y del último aceptor de electrones. Estas condiciones provocaron una 

menor actividad de la cadena transportadora de electrones, así como una menor 

síntesis de las proteínas que participan en ella, lo cual llevo a una disminución de la 

masa mitocondrial. 

Una disminución de la masa mitocondrial tiene como consecuencia directa 

variaciones tanto en el potencial de membrana mitocondrial(ΔΨM), así como en la 

capacidad reductora celular. Nosotros encontramos que en células SKMES-1 tanto 

la capacidad reductora celular, así como el potencial de membrana mitocondrial se 

modificaron de acuerdo a la masa mitocondrial. 

En células de adenocarcinoma pulmonar A-549, la disminución en la masa 

mitocondrial se asoció con un incrementó en la capacidad reductora celular, como 

consecuencia de una menor oxidación del NADH (Valencia, 2013).  Igualmente 

nosotros encontramos que las células SKMES-1 incrementaron su capacidad 

reductora celular como consecuencia de la disminución de la masa mitocondrial bajo 

acidosis e hipoxia. La acidosis no solo se ha asociado con fenotipos más resistentes 

si no también se ha encontrado que promueve la generación de NADPH a través de 

la producción de lactato (Dai,2013; Gillies,2013). En células de cáncer de mama 

MCF-7, la acidosis se ha asociado con un incremento en la tasa de consumo de 
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glutamina (Lemons,2010). Ambos estudios sugieren que la acidosis puede 

promover la acumulación del poder reductor.  

Aun cuando no encontramos diferencias significativas en la masa mitocondrial de 

las células MRC-5, estas células presentaron estás presentan la tendencia a 

modular su capacidad reductora celular en función de las variaciones de la masa 

mitocondrial.  

Por otro lado, encontramos que las células MRC-5 presentaron un mayor poder 

reductor que las células SKMES-1. Lemons y cols. encontraron que, en fibroblastos 

de piel se incrementó la generación de NADPH bajo condiciones de estrés celular, 

dicho incrementó se asoció con la producción de glutatión para controlar a los 

radicales libres del medio. El incrementó en las concentraciones de NADPH como 

respuesta al estrés celular podría explicar el elevado poder reductor presentado por 

las células MRC-5. 

Existen diferentes reportes en los cuales se menciona que las células tumorales 

presentan un elevado potencial de membrana mitocondrial (ΔΨM=~-220mV) en 

relación a las células no tumorales (ΔΨM=~-140mV) (Forrest, 2015 ; Chen,1988). 

Nuestros resultados difieren, ya que las células MRC-5 presentaron un mayor ΔΨM 

que las células SKMES-1. Cabe resaltar que la mayoría de los reportes sobre el 

ΔΨM en células no tumorales hacen referencia a células no proliferativas. Goldstein 

y cols. reportaron que fibroblastos de piel en fase exponencial presentaron una 

mayor fluorescencia del Rh123 en comparación con la fase de confluencia (Chen, 

1988). Mientras que linfocitos incrementaron de 5 a 15 veces la fluorescencia de 

Rh123 cuando fueron estimulados con fitohematoglutinina (PHA). Por otro lado, 

Darzynkiewicz y cols. reportaron que el ΔΨM de células de cáncer de ovario de 

hámster chino (CHO), disminuyó la fluorescencia de Rh123 entre un 30 a 45% al 

comparar la fase de confluencia con la fase exponencial (Chen, 1988).  En conjunto 

dichos estudios nos mencionan que las células proliferativas presentan un ΔΨM 

mayor y que dicho potencial estará en función de la fase de crecimiento en la cual 

se encuentre la célula. El ΔΨM de las células MRC-5 podría encontrarse elevado 

debido a que los estudios fueron realizados durante la fase exponencial de 
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crecimiento. Aún faltan elucidar los mecanismos intrínsecos que afectan el ΔΨM de 

MRC-5, que les otorga la capacidad de hiperpolarizarse a un nivel mayor que el de 

las células tumorales. 

Por otra parte, encontramos que el ΔΨM de las células SKMES-1 se incrementó bajo 

hipoxia y acidosis, es posible que las células SKMES-1 empleen la función reversa 

de la ATP sintasa para mantener estable el ΔΨM , en ausencia del ultimo aceptor de 

electrones. Houston y cols. han asociado las variaciones en el ΔΨM de células de 

cáncer de colón SW480 a fenotipos más resistentes a agentes quimioterapéuticos, 

por lo que es posible que las células SKMES-1 exhiban un patrón similar.  

Nuestros resultados muestran que en respuesta a las variaciones en el medio de 

cultivo las células SKMES-1 son capaces de restructurar su metabolismo. Dicha 

adaptación no solo fue esencial para el crecimiento y proliferación celular de las 

células si no que muestra que las mitocondrias de SKMES-1 son funcionales, debido 

a que parte esencial del metabolismo celular biosintético involucra la participación 

activa de las mitocondrias. La capacidad de las células SKMES-1 de adaptarse a 

las diferentes condiciones de cultivo e incorporar a la glutamina a su metabolismo 

oxidativo en hipoxia parece ser una parte esencial que distingue a las células 

SKMES-1 de las células MRC-5. Por otro lado, es necesario realizar estudios que 

eluciden las diferencias entre el metabolismo de células no proliferativas y 

proliferativas ya que los mecanismos de control de ambos tipos de células pueden 

ser claves en el desarrollo y la progresión tumoral. 
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Figura 33.- Fenotipo metabólico propuesto para los fibroblastos MRC-5 y las células tumorales SKMES-1 

cultivadas en medio con glucosa y normoxia.    



74 
 

 

Figura 34.- Fenotipo metabólico propuesto para los fibroblastos MRC-5 y las células tumorales SKMES-1 

cultivadas en medio con glucosa e hipoxia. 
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Figura 35.-Fenotipo metabólico propuesto para los fibroblastos MRC-5 y las células tumorales SKMES-1 

cultivados bajo acidosis láctica y normoxia. 
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Figura 36.-Fenotipo metabólico propuesto para los fibroblastos MRC-5 y las células tumorales SKMES-1 

cultivados bajo acidosis láctica e hipoxia.  
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10. CONCLUSIONES 

 

El metabolismo energético varió entre las células MRC-5 y las células SKMES-1. El 

incremento progresivo en las concentraciones de lactato sugirió que las células 

MRC-5 y las células SKMES-1 emplearon vías alternas para su crecimiento y 

proliferación. Las células SKMES-1 sobrevivieron a la acidosis láctica a través de la 

expresión del transportador de aminoácidos CD98. Cuando las células SKMES-1 

fueron cultivadas bajo hipoxia y/o en ausencia de glucosa, incorporaron a la 

glutamina para mantener un flujo constante de intermediarios del ciclo de Krebs. 

Bajo hipoxia las células MRC-5 fueron incapaces de consumir a la glutamina, al 

parecer esta característica, es una parte esencial que podría ser necesaria para la 

proliferación celular, y que distinguió a las células MRC-5 de las células SKMES-1. 

La proliferación celular de las células MRC-5 y SKMES-1 cultivadas con lactato e 

hipoxia se incrementó cuando las células fueron cultivadas en acidosis. Al disminuir 

la tensión de oxígeno la masa mitocondrial de las células SKMES-1 disminuyó 

ocasionando que la capacidad reductora celular se acumulará y el potencial de 

membrana mitocondrial se modulará. En conjunto estos resultados sugieren que las 

células SKMES-1 poseen mitocondrias funcionales, que participaron activamente 

en el metabolismo y permitieron a las células tumorales sobrevivir al estrés 

metabólico. 
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11. APÉNDICE 

 

Curva de crecimiento de un microorganismo. 

Representa el crecimiento de un microorganismo a través del tiempo. Con base en 

ella, se determina cuando se produce la mayor cantidad de biomasa o metabolitos 

(primarios o secundarios). Se divide en 4 fases: 

• Fase de latencia (fase lag): Comprende el periodo de adaptación a las nuevas 

condiciones de cultivo.  Su duración depende del estado fisiológico de la célula. 

• Fase logarítmica o exponencial: Las células se multiplican a la máxima velocidad 

y su crecimiento puede ser medido con base en el número de células que se 

producen por unidad de tiempo. La velocidad de crecimiento en esta fase es 

constante. La fase logarítmica termina cuando los nutrientes del medio se agotan.  

• Fase estacionaria: La velocidad de crecimiento (reproducción) es igual a la 

velocidad de muerte y se llega a un equilibrio celular.  

• Fase de muerte: Esta fase inicia cuando los nutrientes del medio no son suficientes 

para la reproducción. 

En 1950, Jacques Monod propuso una serie de ecuaciones que permiten calcular 

algunos parámetros cinéticos específicos. Algunos de ellos son: velocidad 

específica de crecimiento, tiempo de duplicación y velocidad especifica de consumo 

entre otros. Los parámetros evaluados en esta tesis son:   

 

• Velocidad especifica de crecimiento: es la velocidad de aumento de la 

concentración celular por unidad de tiempo y se expresa en h-1.  

• Tiempo de duplicación (td): es el tiempo necesario (en minutos) para que las 

células se dupliquen.  

 

Estimación de la velocidad especifica de crecimiento. 

La velocidad de crecimiento especifica fue calculada con la ayuda del software 

GraphPad Prism 3.0 graficando el logaritmo de la biomasa vs el tiempo (h). La 

velocidad específica de crecimiento se obtuvo durante la fase de crecimiento 

exponencial mediante cálculo por regresión no lineal, utilizando la ecuación de 
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crecimiento exponencial por el método de mínimos cuadrados obteniéndose en 

todos los casos analizados correlaciones mayores a 0.95. 

 

Calculo de rendimientos y velocidades de consumo de glucosa y  glutamina  

y formación de productos. 

Los rendimientos YX/S, YP/S y YX/P durante la fase de crecimiento exponencial fueron 

calculados de la siguiente manera: 

XMAX= Biomasa producida durante la fase de crecimiento exponencial. 

𝑌𝑋/𝑆 =
𝑔 𝑑𝑒 𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑖𝑑𝑎(𝑋𝑀𝐴𝑋)

𝑔 𝑑𝑒 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑖𝑑𝑎
 

𝑌𝑃/𝑆 =
𝑔 𝑑𝑒 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜

𝑔 𝑑𝑒 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑖𝑑𝑎
 

𝑌𝑃/𝑋 =
𝑔 𝑑𝑒 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜

𝑔 𝑑𝑒 𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎(𝑋𝑀𝐴𝑋)
 

 

Calculo de la velocidad específica de consumo de glucosa y de producción de 

L-Lactato. 

La velocidad específica de consumo de glucosa y de producción de lactato fueron 

calculadas para las dos fases de los cultivos: la fase exponencial y la estacionaria. 

Para la fase exponencial se calculó de la siguiente manera: 

𝑞𝑃 = 𝑌𝑃
𝑋

∗ µ 
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