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INTRODUCCION

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

provocé 9.6 millones de defunciones, y se identifican cinco tipos de céancer
responsables del mayor nimero de fallecimientos: cancer pulmonar (1,8 millones
de muertes), cancer colorectal (881 000 muertes), cancer gastrico (783 000
muertes) cancer hepéatico (782 000 muertes), y cancer de mama (627 000 muertes).
El cancer de pulmén es responsable de casi una de cada cinco muertes por cancer
en todo el mundo en hombres (22%). En mujeres, el cancer de pulmén es la

segunda causa de muertes por cancer (13.8%) (ARC, 2018)

En México durante 2018, de las muertes ocasionadas por tumores, destacan, el
cancer de mama (6 884 muertes), el cancer de prostata (6 915 muertes) y el cancer
de pulmén (6 733) (GCO, 2018),

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

células que conforman a estos organismos multicelulares mantienen una relacion
muy estrecha para llevar a cabo su metabolismo de forma coordinada y para
mantener el control del metabolismo existen muchos mecanismos de regulacion que

al verse afectados pueden generar problemas en la funcion celular.

Desde el punto de vista bioldgico, el cancer se caracteriza por un desequilibrio entre
la proliferacién y muerte celular, dando como resultado poblaciones celulares que
evaden la muerte celular y que pueden invadir y destruir los tejidos que las rodean,
asi como hacer metastasis y colonizar tejidos distantes al sitio de origen. Esta
enfermedad en la mayoria de los casos resulta en un deterioro progresivo del

individuo y su muerte (Granados & Gomez, 1999)

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

genes supresores de tumores y genes de estabilidad. (Romero-Garcia et al., 2011)
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Normalmente las células del cuerpo que envejecen mueren y, si en algdn momento
estas llegan a tener algun dafio que altere su funcionamiento, se activan
mecanismos para eliminarlas. En cambio, las células tumorales logran sobrevivir y

continuar su proliferacion hasta llegar a formar tumores.

Las células tumorales adquieren caracteristicas que las diferencian de las células
sanas. Estas células tumorales mantienen activa la sefializacion que permite su
proliferacion, evaden los mecanismos supresores del crecimiento, evaden la
eliminacion por el sistema inmune, tienen inmortalidad replicativa, promueven la
inflamacion, activan mecanismos de invasion y metastasis, e inducen la
angiogénesis en los sitios donde se encuentran; también presentan inestabilidad
genomica y mutaciones, resistencia a la muerte celular y desregulacion de la
energia celular. (Hanahan & Weinberg, 2011) | g factores que provocan dichos cambios son
de naturaleza diversa y su efecto rara vez puede estudiarse de forma individual,

pues el cancer es consecuencia de la interaccion de multiples factores.

Carcinogénesis
El proceso de carcinogénesis se puede dividir en:

1) Iniciacidén: Ocurre un cambio genético que es permanente y heredable, estos
cambios pueden dar lugar a tumores benignos o malignos (Figural, A).

2) Promocion: Se refiere al crecimiento del tejido, y es un proceso reversible en el
gue se acumulan otras alteraciones genéticas (Figura 1, B).

3) Progresion: Es la etapa en la que las células genéticamente alteradas perpettan
su crecimiento y proliferacion invadiendo los tejidos y llegan a hacer metastasis

hacia otras partes del organismo (Figura 1, C) (Granados & Gémez, 1999)

13



Células alteradas Células tumorales

Células de un

tejido normal\\

—)

Vasos sangu ineos

Figura 1. Carcinogénesis. La carcinogénesis se inicia cuando, en un tejido normal,
una célula sufre una modificacion irreversible (A, iniciacion). Después, la célula sufre
otras alteraciones genéticas que promueven su proliferaciéon y la acumulaciéon de
dafios (B, promocion). Por ualtimo, la poblacion de células alteradas durante la
promocion progresa hacia un fenotipo maligno (C, Progresion). Durante esta
secuencia, las células tumorales adquieren una serie de caracteristicas comunes en
los diferentes tipos de cancer.

Cancer de pulmon
El cancer de pulmén se desarrolla tanto de células pulmonares como bronquiales.

Existen dos tipos importantes de acuerdo con su origen y comportamiento, estos
son el cancer pulmonar de células no pequefas y el cancer pulmonar de células

pequeiias.

El cancer pulmonar de células no pequefias se subdivide principalmente en
carcinoma epidermoide o escamoso, adenocarcinoma y carcinoma de células
grandes, mientras que el cancer pulmonar de células pequefias agrupa tipos
combinados de cancer.

El carcinoma epidermoide o de células escamosas suele localizarse en los
bronquios. Causa obstruccion, colapso del tejido pulmonar y neumonia. Tiende a
hacer metastasis en ganglios linfaticos hiliares y mediastinicos. Empieza en las
células escamosas (células de la piel, el revestimiento de los érganos huecos, y en
el revestimiento de los aparatos respiratorio y digestivo) y estd conformado por

células delgadas y planas (Granados & Gomez, 1999)

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

en las glandulas mucosas, el epitelio de bronquios o bronquiolos (Granados & Gomez, 1999)
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El adenocarcinoma representa el 50% de los casos y a menudo es asintomatico ya
gue su ubicacidn es periférica, su crecimiento es lento, pero puede hacer metastasis

temprana (Ginsberg etal., 2007).

En la mayoria de los casos, el carcinoma de células grandes tiene una localizacion
periférica y puede ser voluminoso (20-30% de los casos) ya que forma una especie
de cavidad rellena de aire o liquido. La metastasis del carcinoma de células grandes

Suele ser tardia (Granados & Gomez, lggg)

El carcinoma de células pequefias ocurre como masa central en el 80% de los
casos, hace metastasis muy rapidamente y esta estrechamente relacionado con el

habito de fumar (Granados &, Gomez, 1999)_

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

interacciones entre si (Figura 2) (Hanahan & Weinberg, 2011) - Adema@s, el microambiente
tumoral estd conformado por vasculatura y matriz extracelular (Quail & Joyce, 2013) - g
como una red de moléculas de sefializacibn como citocinas, quimiocinas y
exosomas (Qual & Joyce, 2013)  Dadas las multiples interacciones entre las células
presentes en el microambiente tumoral, el entendimiento de éste ya no puede
restringirse a enumerar las caracteristicas de las células tumorales, sino que se

deben estudiar las interacciones celulares que estan presentes en el microambiente
tumoral (Hanahan & Weinberg, 2011)_

Las células tumorales modifican su metabolismo y su microambiente, ademas,
requieren altas demandas de ATP, oxigeno, carbono, NADPH y NADH debido a su
intensa replicacion celular. A su vez, las células tumorales pueden reprogramar su
metabolismo en funcidon de los cambios microambientales, como la acidosis, la
fuente de carbono y la disponibilidad de oxigeno. Las células tumorales incrementan

la glucdlisis y la glutamindlisis para satisfacer sus demandas de ATP y NADPH.

(Romero-Garcia et al., 2011)
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La glucosa es el sustrato metabdlico principal de la mayoria de las células de los
mamiferos. En el citoplasma de las células, la glucdlisis transforma una mol de
glucosa en dos moles de piruvato y con esto, genera dos moles de ATP y NADH
por cada mol de glucosa. El piruvato generado en la glucdlisis es utilizado en el ciclo
del &cido tricarboxilico (ciclo de Krebs), lo que produce una gran cantidad de
moléculas de ATP. Cuando las células tienen un aporte limitado de oxigeno o un
impedimento genético que impide la oxidacion del piruvato, éste es reducido a
lactato en el citoplasma por la enzima lactato deshidrogenasa. El exceso de lactato
producido se exporta fuera de la célula y contribuye a la acidificacién del entorno
celular (Ortega et al., 2009)_

La glucolisis es energéticamente menos eficiente que otras vias como la
fosforilacion oxidativa o el ciclo de Krebs; sin embargo, cumple con funciones
fundamentales para la célula ya que suministra metabolitos importantes para la
composicion de nuevas células, asi como la energia necesaria para su ensamblaje.
Por lo tanto, una mayor multiplicacion celular hace necesaria una mayor actividad

glucolitica que a su vez requerird una mayor captacion de glucosa (Ortega etal, 2009)

Cuando las células tumorales aumentan su actividad glucolitica también aumentan
la produccion de acido lactico, lo que genera un ambiente téxico para las células
adyacentes. Este ambiente no es del todo toxico para las células tumorales, ya que

han desarrollado mecanismos que les permiten tolerarlo (Romero-Garcia etal., 2011)

Ademas del exceso de acido lactico, la hipoxia es otro factor que se asocia con la
acidosis en el medio extracelular (Romero-Garciaetal, 2011) 'yg que las células endoteliales
vasculares producen nuevos vasos sanguineos para suministrar oxigeno y eliminar
desechos metabdlicos, pero son vasos sanguineos incompletos y con una funcion
minima (Hanahan & Folkman, 1996) - También es posible que el microambiente tumoral se

acidifiqgue en condiciones de normoxia, debido al efecto Warburg (Romero-Garcia et al,
2011)

16



Después de una mortalidad celular sustancial inicial, la acidosis (6.0-6.6 (e etal 2014,
Barar & Omidi 2013; Gottfried et al,, 2006) - ge|ecciona fenotipos tumorales resistentes. También

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

las células tumorales (Moellering etal., 2008)

Vaso sanguineo

Células tumorales

Células
endoteliales

Fibroblastos asociados
al tumor

Células inflamatorias

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

pueden afectar su homeostasis, tales como virus, bacterias, hongos, parésitos,
sustancias toxicas, agentes mutagénicos e incluso el dafio fisico como tal. Asi
mismo, mediante la proliferacién celular, surgen mutaciones en el genoma que
pueden llevar al desarrollo de células tumorales, esto puede o no ser provocado e
intensificado por agentes externos como la radiacién. Para afrontar el dafio, el
cuerpo cuenta con un sistema encargado de su vigilancia y proteccion, éste es el

sistema inmune.

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

independientemente el uno del otro, sino que actuan cooperativamente produciendo
una respuesta sumamente eficaz. La inmunidad innata responde casi
inmediatamente a las sefales de las células dafiadas y a los microorganismos que
infectan al ser humano. Los receptores de las células de la respuesta innata son
poco especificos y reconocen estructuras moleculares comunes en los
microrganismos, ademas, no discriminan entre unos y otros (Abbas etal. 2018) por otra
parte, se dice que la inmunidad innata no tiene mecanismos de memoria y su
magnitud es mas o menos la misma durante la vida de los animales o del ser
humano que cuentan con estos mecanismos de defensas, que son los mas

primitivos, evolutivamente hablando.

Entre los componentes de la inmunidad innata existen barreras mecanicas como la
piel, las membranas mucosas, la acidez del contenido estomacal y el sudor.
También esta compuesta por diversas células como las fagociticas (monocitos,
neutrofilos sanguineos y macréfagos tisulares) asi como de algunas moléculas

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

seis dias después de la primera exposicion, se genera la inmunidad adaptativa. Los
linfocitos son las células encargadas de llevar a cabo la respuesta inmune
adaptativa, esto mediante la expresion de un gran numero de receptores capaces
de reconocer una gran cantidad de antigenos, estas células logran reconocer lo
propio de lo extrafio y generan memoria para una respuesta mas eficaz en caso de
haber una segunda exposicion al antigeno. Existen dos poblaciones principales de

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

Linfocitos B
Los linfocitos B maduran en la medula 6sea y al salir de ahi, cada célula ya cuenta

con un anticuerpo en especifico sobre su membrana. Cuando un linfocito B
encuentra un antigeno con el que es compatible, comienza a dividirse con rapidez
y se diferencia como linfocito B de memoria o linfocito B efector (células
plasmaticas). Las células plasmaticas se encargan de producir anticuerpos

solubles, estos anticuerpos son los principales encargados de la inmunidad humoral
(Goldsby et al., 2007)

Linfocitos T
Los linfocitos T también se generan en la medula 6sea, pero estas migran al timo

para terminar su maduracion. Los linfocitos T expresan en su membrana una
molécula de union al antigeno Unica (TCR). Existen dos subpoblaciones de linfocitos
T llamados linfocitos T colaboradores (Tw) y linfocitos T citotoxicos (Tc) y las
podemos identificar por la presencia de las proteinas de membrana CD4 en los

linfocitos Ty CD8 en los linfocitos T (Goldsby etal, 2007)

Activacion de linfocitos T
La activacion de los linfocitos T comienza con un pequefio grupo de células naive

las cuales son especificas para un antigeno. Estas células estan encargadas de
eliminar dicho antigeno una vez que pasan a su etapa efectora. También, es en esta
etapa cuando se multiplican y generan una gran cantidad de células de memoria

con la misma especificidad, las cuales reaccionaran rapidamente en caso de que
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este antigeno vuelva a presentarse en el cuerpo. Los linfocitos T son altamente

especificos con el antigeno que reconocen (Abbas etal., 2018)

Para que los linfocitos T reconozcan el antigeno extrafio y puedan pasar a su fase
efectora, es necesario que el antigeno se presente en forma de péptido, esto
requiere de una APC, que se encarga de reconocer al antigeno y procesarlo para
obtener una forma peptidica, una vez que el antigeno esta en su forma peptidica los
linfocitos T lo reconocen mediante la presentacién antigénica a través de la
interaccion de su TCR con la molécula del MHC de las APC (Goldsby etal, 2007)

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

de clase Il en la superficie de las células presentadoras de antigeno profesionales
(p. ej. macrofagos, linfocitos B, células dendriticas). Las moléculas de MHC-II
presentan moléculas derivadas de patdégenos extracelulares y antigenos solubles
(Amaiz-Villena etal., 1995) | og linfocitos T CD4 ayudan a otras células del sistema inmune

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

Una vez que el linfocito T CD4 reconoce el complejo antigeno/molécula del MHC-II
se activa y comienza a secretar diversas citocinas con la funcion de activar a las

células B, los linfocitos T CD8, macréfagos, entre otras (Goldsby etal., 2007)

Linfocitos T CD8
Los linfocitos T CD8 (citotoxicos) reconocen fragmentos peptidicos (8-11 a.a.)

unidos a moléculas MHC-I. Las moleculas MHC-| presentan péptidos derivados de
protel'nas endégenas (Amaiz-Villena et al., 1995)

Los linfocitos T CD8 tienen como funcién destruir las células que han sido infectadas
por un virus o algun otro patdgeno intracelular, células tumorales y las células de un
injerto de tejido extrafio. Esta respuesta previene la multiplicacion del patégeno y la
infeccion de células sanas (Paham & Janeway, 2006)

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

cuerpo e identifican el péptido en cuestion sobre la membrana de la célula infectada

20



o tumoral a través de su molécula del MHC-I. Al encontrar una de estas células y

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

e Por una lesion en la membrana mediada por microtibulos poliméricos de
perforina los cuales atraviesan la membrana y ocasionan muerte litica.

e Por la induccion de apoptosis mediante granzimas que logran ingresar a la
célula a través de los microtubulos de perforina.

e Por lainteraccion de las moléculas Fas (en la membrana de la célula blanco)
con Fas-L (en la membrana del linfocito T citotoxico activado). Esta
interacciéon inicia una cascada de sefalizacion que induce la apoptosis

(muerte celular programada) de la célula blanco.

Una vez que las células mueren, el linfocito T CD8 continda su recorrido a traves

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

MECANISMOS DE EVASION A LA MUERTE DE LAS CELULAS TUMORALES
Inmunoediciéon del cancer
Dentro de un mismo tumor existen diferentes variantes de células tumorales, estas

pueden ser poco 0 muy inmunogeénicas (esto es, que inducen una respuesta
inmune) y el sistema inmune se encarga de eliminar las mas inmunogénicas, de
manera que las variantes menos inmunogénicas son las que logran dar progresion

al tumor. A esto se le ha llamado inmunoedicion del cancer (Punnetal., 2006)

En 2004 se reportd que las células tumorales que expresan altos niveles de PD-L1
eran significativamente mas resistentes para evadir a los linfocitos T citotoxicos (Blank
etal, 2004) 'y fye hasta 2008 que se confirmé el papel de PD-L1 como participe en la
resistencia de las células tumorales frente a los estimulos pro-apoptéticos y se
propuso que PD-L1 transmitia sefiales protectoras a las células tumorales ya que
eran resistentes a la citotoxicidad de los linfocitos T aun cuando estos no

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

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

coestimuladora inhibitoria, es codificada por el gen Pdcdl en el cromosoma 2 en
humano y consta de 288 residuos de a.a. También es miembro de la superfamilia
de las Inmunoglobulinas y es expresado por los linfocitos T y B activados, timocitos,
monocitos, células NK y ciertas células dendriticas. Se han descrito dos ligandos
para PD-1, PD-L1y PD-L2 (Vargas-Rojas et al., 2008; Jiang et al., 2019)

PD-L1

El ligando de muerte programada fue el primer ligando de PD-1 descubierto (Pong et
al, 199 - también es conocido como B7-H1 o CD274, y es una glicoproteina
transmembranal de tipo | con dominio extracelular tipo IgC e IgV, se encuentra en
el cromosoma 9 del humano, es codificado por el gen Cd274 y consta de 290

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

Una gran variedad de tejidos sanos expresa la molécula PD-L1, y se ha encontrado
una alta expresion en placenta, corazén, pulmon e higado, una baja expresion en
bazo, ganglios linfaticos y timo. (Vargas-Rojas et al. 2008) pp-L1 también se expresa en
endotelio vascular, fibroblastos reticulares, células hepaticas no parenquimatosas

células madre mesenquimaticas, astrocitos, células neuronales y queratinocitos e"

et al., 2008)

Se ha encontrado una expresion anormalmente alta de PD-L1 en células tumorales
(@in T, etal. 2015) vy ge ha llegado a considerar que esta molécula es un importante
regulador negativo de la respuesta inmune antitumoral (Pongetal1999) Se ha reportado
gue PD-L1 se sobreexpresa en algunos tipos de cancer como glioblastoma,
melanoma, y cancer de pulmon, ovario, colon, cabeza, cuello y mama (eng etal., 2002
Strome S.E. & Chen L., 2004; Wintterle, S., et al., 2003; ademas de en diversas lineas celulares

tumorales (Pong et al. 2002)
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Por otra parte, se ha asociado la sobreexpresiéon de PD-L1 con un mal prondstico
en pacientes con cancer (Pong H. etal., 2002; Escors D., etal, 2018) por gjemplo, en un estudio
hecho en pacientes con carcinoma de células renales, los pacientes, cuyos tumores
mostraron una mayor expresion de PD-L1, fueron mas propensos a morir (Thompson
RH. etal 2004) por otro lado, se ha visto, que el bloqueo de la via PD-1/PD-L1 con
anticuerpos monoclonales anti-PD-L1 potencia la respuesta antitumoral en modelos

de cancer murino (Strome etal. 2003)

Cabe mencionar, que no se ha encontrado relacion entre el mRNA para PD-L1y
un mejor o peor prondstico para los pacientes con cancer (Goltzetal, 2017) ‘ademas de
gue distintas rutas de sefalizacion pueden regular la expresion de la molécula PD-
L1, por lo que los mecanismos exactos pueden variar considerablemente. (Chenetal.
2016)_

Ademas, se encontr6 una nueva variable de empalme de PD-L1 en células
mononucleares de sangre periférica activadas, y al comparar las isoformas se
encontraron distintos patrones de localizacién entre ambas, y el patrén de expresion
de la variante de empalme fue distinta en diferentes individuos y en distintos
estadios celulares. EI empalme alternativo puede ser un regulador transcripcional

que modula la expresion de PD-L1 (He etal. 2005)

Factores que estimulan la expresion de PD-L1

Se ha demostrado en modelos murinos que la expresion de PD-L1 en células
tumorales aumenta en presencia de anticuerpos como anti-IgM, anti-CD40 o anti
CD3, y a estimulos tales como LPS, IFN-y, IL-12 y el GM-CSF (Vargas-Rojas et al,, 2008)
En cancer de pulmon, el IFN-y induce la expresion de PD-L1, lo que conlleva a un
escape inmune por parte de las células tumorales (Zhang etal. 2017)

Ademas, varios reguladores de PD-L1 se han asociado también con el cancer, por

ejemplo: JAK?2 (kedaetal., 2016; Clave etal, 2018). pTEN, MAPK, PI3K, HIF-1a, STAT3 (Marzec
et al., 2008; Chen et al., 2016), TNF-a. NF-kB (Gowrishankar et al., 2015), e |NF-Y.
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La via PD-1/PD-L1
La via PD-1/PD-L1 mantiene el equilibrio entre la tolerancia y la autoinmunidad, si

su expresion es deficiente o excesiva, se pueden desencadenar efectos adversos
para el cuerpo (Zamanietal, 2016) | 5 expresion de PD-L1 en células tumorales juega un
papel importante en la evasion a la muerte ya que inhibe la funcién de los linfocitos
T (Blank & Mackensen, 2007; Prado-Garcia et al., 2009) Después de la unién de PD-L1 con su
receptor PD-1, se reduce la secrecion de citocinas por parte de los linfocitos T ¢iang
et al, 2019)  asi como la produccién de granzima-B (Prado-Garcia, et al. 2017) -y ge hg
demostrado que en tumores activados in vitro aumenta la apoptosis de los linfocitos

T que responden al tumor (Pong etal. 2002)

La expresion de PD-L1 aumenta en cultivos con niveles bajos de oxigeno en
linfocitos T, células dendriticas y macrofagos murinos. Asi como en lineas celulares
de cancer de prostata, mama y células de cancer colorrectal humano (Barsoum etal.,
2014) También se ha visto que la hipoxia es un factor en el microambiente tumoral

que interviene en la regulacion de PD-L1 en carcinoma renal de células claras R ¢t
al,, 2016)

Se ha sugerido que PD-L1 contribuye a la progresién del tumor mediante la
modulacion del metabolismo de la glucosa, ya que las células tumorales consumen
una gran cantidad de la glucosa del microambiente tumoral inhibiendo a los linfocitos
T dependientes de glucélisis aerdbica para ejercer su toxicidad. Al bloguear la via
PD-1/PD-L1, los niveles de glucosa son restaurados en el microambiente tumoral,

lo que sugiere que el metabolismo glucolitico esta regulado por esta via en células
tumorales (Chang et al., 2015; Palmer, 2015)

De hecho, al bloquear la molécula PD-L1 mediante anticuerpos, Palmer et al.
observaron que se redujo la traduccion de mRNA para enzimas glucoliticas y los
mismos resultados se obtuvieron al silenciar PD-L1; sin embargo, a pesar de esta
reduccion, no se observo inhibicion alguna en la tasa de crecimiento del tumor al
menos en este modelo de sarcoma murino (Palmer et al 2015) | 3 reduccion de las

enzimas glucoliticas también se comprobdé en melanoma murino y en lineas
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celulares de cancer de ovario, estas pruebas se realizaron en ausencia de linfocitos
T, por lo que se puede asumir que no es necesaria la presencia de PD-1 para activar

las vias de sefializacion de PD-L1 (Clark etal. (2016)

El efecto Warburg
En 1927, Otto Warburg report6é que las células tumorales aumentan su glucdlisis, y

generan una gran produccion de lactato a partir de piruvato, incluso en condiciones
de normoxia (Warburg et al. 1927).

El lactato, juega un papel importante en el microambiente tumoral, como resultado
del efecto Warburg, las células tumorales secretan una gran cantidad de lactato, lo
que a su vez reduce el pH hasta valores de 6.0-6.5 (Xie eta- 2014) Tgmpién, se ha
reportado que, en el microambiente tumoral, pueden encontrarse concentraciones
de lactato de hasta 40 mM (Walenta etal. 2000)

La glucosa no es la unica fuente de carbono de las células tumorales. Se ha
reportado que una disminucion en la disponibilidad de oxigeno o glucosa induce a
las células a buscar otra alternativa como el lactato como fuente de energia, esto

se ha relacionado con la progresion del tumor (Curry etal. 2013).

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

sobre todo en microambientes que han sido enriquecidos con lactato (Feng etal. 2017),
La falta de glucosa en el microambiente ocasiona que el metabolismo de glucosa
se reduzca y el lactato se acumule, creando un ambiente optimo para la interaccion
PD-L1/PD-1, ayudando a las células tumorales a escapar a las terapias contra el

cancer (Robainasetal. 2017) 'y hogiblemente contra la accion del sistema inmune (Koukourakis

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

En la glucdlisis aerdbica, el piruvato se convierte en acido lactico, mediante la A
LDHA. La acumulacién de acido lactico en las células tumorales promueve el
transporte de éste al medio extracelular, provocando que el pH disminuya alrededor

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

importante para el mantenimiento del tumor (Senveaux etal, 2012)

Los linfocitos T activados, al igual que las células tumorales, utilizan la glucdlisis
aerdbica como principal fuente de energia, y también contribuyen secretando acido
lactico al microentorno (Chang etal. 2013) F| pH mas acido y una mayor concentracion
de acido lactico causada por las células tumorales, inhiben la secrecién de acido
lactico de los linfocitos T y causan que se asfixien, lo que ocasiona que reduzcan

su proliferacion y disminuyan la produccion de citocinas hasta en un 95% (Fisher etal,
2013)

Importancia clinica
La molécula PD-L1 como blanco terapéutico contra el cancer
La inmunoterapia ha sido considerada como uno de los tratamientos mas

prometedores contra el cancer. En 2012 la doctora Suzanne Topalian, utilizo
anticuerpos para bloguear la via PD-L1/PD-1 y encontrO0 que mostraba eficacia
contra la progresion del tumor en varios tipos de cancer (Topalian et al, 2012) | 5
inmunoterapia con anticuerpos anti-PDL-1 y anti-PD-1 bloquea la molécula PD-L1y
el receptor de la molécula PD-L1 en las células tumorales y de esta forma se
restablece la actividad antitumoral del linfocito T CD8. Al bloquear el ligando PD-L1
con un anticuerpo anti-PD-L1 monoclonal se ha visto una disminucién de la masa
tumoral en pacientes con cancer de pulmén de células no-pequefias, melanoma,
cancer de células renales y cancer de ovario (Brahmer etal., 2012)

Entre los mecanismos propuestos para explicar como funciona la inmunoterapia que
bloquea PD-L1, se ha reportado que en un cocultivo de la linea celular SK-MES-1
con linfocitos T CD8, al bloquear la molécula PD-L1 con anticuerpo antiPD-L1 el
porcentaje linfocitos T CD8 que producian granzima-B, molécula importante para la

erradicacion tumoral, aumentaron significativamente (Prado-Garcia, 2017),

Segun el sitio oficial de la administracién de drogas y comida de los Estados Unidos
(la FDA, por sus siglas en inglés), se han aprobado algunos inhibidores de PD-L1

como; Atezolizumab (Tecentriq) (2016), Avelumab (Bavencion) (2017), y
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Durvalumab (Imfinzi) (2017) Wang etal. 2018) ' Estos medicamentos han sido de ayuda
para el tratamiento de carcinoma de pulmon de células no pequefias (Wang etal, 2016)
carcinoma de células renales, cancer de vejiga y cancer de mama (Hu et al, 2017)
melanoma (Luke et al. 2017) y |infoma de Hodgkin (Allen & Gordon, 2016) Sin embargo, la
inmunoterapia dirigida a bloguear la interaccion PD-L1/PD-1 no ha tenido los efectos
esperados, especialmente en tumores sdlidos, esto podria deberse a diferencias
entre los pacientes y la heterogeneidad tumoral que existe dentro de un mismo
paciente, dado que la expresién de PD-L1 varia en diferentes tipos de tumores y
entre los pacientes Uiang etal, 2019) - Ademas, las complejas interacciones entre los
multiples constituyentes del microambiente tumoral seguramente contribuyen a la
modulacion de la expresion de PD-L1. Conocer dichas interacciones seria de ayuda

para mejorar las terapias contra el cancer ya existentes. (Baietal- 2017),

Por lo anterior, se infiere que entender los mecanismos de regulacion de PD-L1 en
las células tumorales, es de gran importancia para desarrollar mejores tratamientos

gue ayuden a controlar, o bien, erradicar el cancer.

La molécula PD-L1 tiene una gran importancia en el microambiente tumoral, tanto
para las células del sistema inmune, como para las células tumorales. Las
interacciones entre las células tumorales y la molécula PD-L1 estan ampliamente
estudiadas; sin embargo, es necesario conocer a fondo todas las interacciones entre
la molécula PD-L1 en las células tumorales con el microambiente tumoral para asi

poder desarrollar terapias dirigidas mas eficientes para erradicar el tumor.
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JUSTIFICACION

La molécula PD-L1 tiene una gran importancia en el microambiente tumoral, tanto
para las células del sistema inmune, como para las células tumorales. Las
interacciones entre las células tumorales y la molécula PD-L1 estdn ampliamente
estudiadas, sin embargo, es necesario conocer a fondo todas las interacciones entre
la molécula PD-L1 en las células tumorales con el microambiente tumoral para asi

poder desarrollar terapias dirigidas mas eficientes para erradicar el tumor.

HIPOTESIS

Al cultivar las lineas celulares tumorales en un medio con pH acido (pH 6.2) y lactato
incrementara la expresion de PD-L1.
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OBJETIVOS

Objetivo general
o Evaluar si un pH acido (6.2) y lactato como fuente principal de carbono

aumentan la expresion de PD-L1 en las lineas celulares A-427, A-549, MCF-
7y SK-MES-1.

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

lineas celulares A-427, A-549, MCF-7 y SK-MES-1 al modificar el pHa 7.2 0
6.2, y, la fuente de carbono por la de glucosa o lactato en el medio de cultivo.

o Analizar la expresion del mRNA para PD-L1 de las lineas celulares que
respondieron con un incremento en la expresion de PD-L1 en su membrana
al modificar el pHa 7.2 0 6.2 y la fuente de carbono por la de glucosa o lactato

en el medio de cultivo.
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MATERIAL Y METODOS

Lineas celulares y mantenimiento celular
Se utilizaron cuatro lineas celulares tumorales con crecimiento adherente en

monocapa: A-427, A-549 y SK-MES-1 de carcinoma de pulmén, y MCF-7
proveniente de adenocarcinoma de mama, todas adquiridas de la American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, EUA).

Las lineas celulares se mantuvieron en medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis
Mo, EUA) suplementado con suero fetal bovino al 10% (HyClone, Utah, EUA) y
antibioticos (100 pg/mL estreptomicina y 100 U/mL de penicilina) y se cultivaron en
una atmosfera humeda con 5% de COz a 37°C.

Ya que estas lineas celulares son adherentes, para el pase de caja se utilizé una
solucion de tripsina (0.05%), verseno (0.5%) en solucion salina de fosfatos sin calcio
ni magnesio (Invitro, D.F. México) y las células se desprendieron de la superficie de

cultivo mediante agitacion mecanica.

Cultivo celular en diferentes condiciones de crecimiento variando el pH entre
6.2y 7.2 asi como la fuente de carbono principal, entre glucosa y lactato.
Se utiliz6 medio de cultivo RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis Mo, EUA) con

glucosay libre de glucosa suplementados con suero fetal bovino al 10% (HyClone,
Utah, EUA) y antibioticos (100 pg/mL estreptomicina y 100 U/mL de penicilina). Al
medio RPMI-1640 libre de glucosa se le adicioné lactato para tener una
concentracion de 20 mM. Se ajust6 el pH de ambos medios a pH 7.2 y pH 6.2, de

esta forma se obtuvieron los siguientes cuatro medios de cultivo:

e Glucosa 10 mM a un pH de 7.2 (glucosa 7.2) (medio control).
e Lactato 20 mM a un pH de 7.2 (lactato 7.2).

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

e Lactato 20 mM a un pH de 6.2 (lactato 6.2).
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Utilizamos los medios de cultivo a un pH de 7.2 ya que este es el pH ideal para el
mantenimiento de las lineas celulares, y un pH de 6.2, el cual fue utilizado en el
estudio anterior realizado por Prado-Garcia et al. 2020.

Utilizamos lactato 20 mM ya que esta concentracion se puede encontrar en el
microambiente tumoral. El medio con glucosa 10 mM, es el ideal para realizar el

mantenimiento de las lineas celulares.

Las células se sembraron a una concentracion inicial de 5x10* células/mL en placas
de 6 pozos Multidish Nunclon (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) y
se incubaron durante 48 horas para analizar la expresion de la molécula PD-L1 en
la membrana celular o durante 24 6 48 horas para analizar el RNA mensajero para
PD-L1. Todos los cultivos se incubaron en una atmosfera humeda con 5% de
diéxido de carbono (CO>) a una temperatura de 37°C. Ademas, se incluyo el control
positivo de IFN-y, en un pozo adicional se incubaron células en medio control
(glucosa pH 7.2) con 2 ng/mL de IFN-y (PeproTech, EUA), debido a que la

estimulacion con IFN-y incrementa la expresién de PD-L1 en células tumorales (Pérez
Hernandez, 2010; Mojic, 2018) (Figura 4)'
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Tincion celular y analisis de citometria de flujo para cuantificar la expresion
de PD-L1 en la membrana celular
El cultivo se realizo por triplicado para cada condicion. Transcurridas 48 horas de

cultivo se cosecharon las células mediante tripsinizacion con la solucion de tripsina-
verseno, tras lo cual la accion de la tripsina se inactivd con medio RPMI-1640
suplementado con suero fetal bovino al 10% (ElI Ca?+ del suero fetal bobino inhibe
la tripsina). Las células se colectaron en tubos de citometria y se lavaron con 1mL
de PBS/BSA 1% con azida de sodio 0.1%.

Para el andlisis en el citometro de flujo, se ajustdé el nUmero celular a 5x10* para
medir la expresion de la molécula PD-L1 en la superficie celular. Se utilizaron 2 pL
por tubo de una dilucion 5:1 de anticuerpo monoclonal antiPD-L1 marcado con
ficoeritrina (PE) (clona 29E.223, Biolegend).

Las células se lavaron con 1 mL de PBS/BSA 1% adicionado con azida de sodio
0.1% y a continuacién se fijaron en 200 uL de paraformaldehido 1% p/v para su
andlisis en el citometro de flujo BD FACS Canto Il ™ (BD Biosciences) (Figura 5).
Se utilizé un tubo con células cultivadas en glucosa pH 7.2 sin anticuerpo antiPD-
L1 como control negativo de citometria, para evaluar la fluorescencia basal de las

células.
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Tincidén celular y analisis de citometria

Recuperacion de las células
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= S Tincién celular
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anti-PD-L1

Lectura del ensayo en el citometro de flujo

Figura 5. Tincién celular y anélisis de la expresion de PD-L1 por citometria de flujo.
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Para el andlisis citométrico se utiliz6 el programa FlowJo® X (Becton Dickinson,
Ashland, Oregon, EUA), el cual es un programa que permite la produccion de tablas,
gréaficos y estadisticas al facilitar el analisis de las células conforme a sus atributos
y de acuerdo con los anticuerpos con los que se han marcado.

Se realizé una prueba t de student a las intensidades medias de fluorescencia
relativas (IMFr) para determinar si las diferencias con respecto a la condicion con

glucosa y pH 7.2 son significativas.

Retrotranscripcion y reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
para determinar la expresion relativa del mensajero para PD-L1
Después de observar que las lineas celulares SK-MES-1 y A-427 presentaron

incremento en la membrana de la molécula PD-L1, se realiz6 una RT-gPCR para
observar la expresion relativa del mensajero para PD-L1 con respecto al medio
control (glucosa pH 7.2). Dado que las lineas celulares A-549 y MCF-7 no
expresaron diferencias en la expresion de PD-L1 en su membrana con respecto al

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

Para las RT-gPCR, los cultivos se realizaron por duplicado, y después de
transcurridas las 24 o 48 horas de cultivo, se retiro el sobrenadante de los pozos y
se afiadio 1 mL de a TRIzol Reagent (Invitrogen, CA, EUA). Las células se incubaron
a temperatura ambiente por 5 minutos, al tiempo que agitaron mecanicamente para
facilitar la lisis celular; posteriormente, se recuperé todo el lisado celular en

microtubos conicos (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) (Figura 6).
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Cosecha celular con TRIzol Reagent
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Tratamiento con DNAsa

RNA -total
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Retrotranscripcion

N

DNA--complementario
(cDNA)

Figura 6. Obtencion de mRNA total y retrotranscripcién
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Extraccion, aislamiento y cuantificacion de RNA
Para la extraccion de RNA total, se afiadieron 200 pL de cloroformo por cada mililitro

de TRIzol Reagent utilizado y se mezclé suavemente, a continuacion, se centrifugd
por 15 minutos a 12 000 r.p.m. a 4°C con lo que se obtuvieron tres fases.

Se recuperé la fase acuosa en otro tubo tipo eppendorf, al cual se le afiadieron 500
pL de isopropanol por cada mililitro de TRIzol Reagent para precipitar el RNA total
y se incub6é 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, se centrifugé
durante 10 minutos a 12000 r.p.m. a 4°C. y se obtuvo un boton de RNA total que se
lavé con 500 pL de etanol al 75% (v/v). Después de eliminar el sobrenadante se
dej6 secar el boton a temperatura ambiente dentro de la campana de flujo laminar
y a continuacion se disolvié el RNA total en 15 pL de H2O libre de RNAsas.

Para calcular la pureza y medir la concentracion del RNA obtenido, se utilizé el
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) para determinar la
absorbancia a las longitudes de onda de 260 y 280 nm.

Tratamiento con DNAsa y retrotranscripcion
Antes de la retrotranscripcion se realizé un tratamiento con DNAsa, para eliminar

alguna posible contaminacion con DNA gendmico. Para 20 pg de RNA-total se
utilizaron 2 pL de Buffer para DNAsa 10X mas MgCl. (Thermo Scientific Waltham,
Massachusetts, EUA), 2.5 uL de DNAsa I-RNAsa-free (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA) y se afadio H>O c.b.p. 20 pL. La mezcla se incubo en el
termociclador a 37°C por 30 minutos, tras lo cual se afiadieron 2.5 pL de EDTA a
50 mM (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) para inactivar la DNAsa
y se incubd una vez mas a 65°C por 10 minutos.

Para la retrotranscripcion del cDNA a partir del RNA total, se agregd 1 uL de Oligo
(dT) (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) y se incubé a 70°C por 10 minutos.
Después de la incubacion se agregaron 10.7 pL de mix de RT (Tabla 1). Se incubd
a 20°C 10 minutos y a continuacion a 37°C por 60 minutos en el termociclador.
Para calcular la pureza y medir la concentracion del cDNA obtenido, se utilizo el
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) para determinar la

absorbancia a las longitudes de onda de 260 y 280 nm.
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Tabla 1 Master mix de Retrotranscripcion.

Reactivo Cantidad
First Strand Buffer 5x 6.7 uL
DTT 0.1 mM 2 uL
dNTPs 25 mM luL
Inhibidor de RNAsa 0.3 uL
Enzima RT 1L

Vol. Total 10.7 puL

Validacion del ensayo de qPCR

Las qPCR se realizaron en el termociclador ABI Prism 7500 Sequence Detector
(Aplied Biosystems, Foster City, CA). Se utilizaron placas de 96 pozos (Applied
biosystems), y el marcador SYBR Green (SYBR® Select Master Mix Applied
Biosystems) y los oligonucleotidos especificos para PD-L1 y HPRT-1, disefiados por
la Dra. Susana Romero Garciay sintetizados en el Instituto de Biotecnologia de la
UNAM (Tabla 2).

Como gen endodgeno se utilizé6 HPRT-1 de acuerdo con la determinacion realizada

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

Tabla 2. Secuencias y caracteristicas de los oligonucle6tidos utilizados para la
reaccion de qPCR

HPRT-1 PD-L1
Secuencia sentido TGC TCG AGATGT GAT  TTG GTT GTG GAT CCA GTC
(5"->3") GAA GG AC
Secuencia antisentido GAT GTAATC CAG CAG  TCA GGA CTT GAT GGT CAC
(5"->3") GTC AG TG
Temperatura de 60.00-64.75 °C 60.00-64.75 °C
Fusion ™
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1) Matriz de concentraciones de oligonucleotidos.
Se realiz6 una matriz de concentraciones para los oligonucle6tidos HPRT-1 y PD-

L1 (Tabla 3), para encontrar la concentracion de oligonucleétidos con la que se
obtiene la mejor sefal del producto del gPCR.

Las concentraciones determinadas fueron 200 nM para los oligonucleétidos sentido
y antisentido, tanto para PD-L1 como para HPRT-1.

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

Oligonucle6tidos Sentido
Antisentido 200 nM /200 nM = 300 nM/ 200 nM

200 nM /300 nM 300 nM /300 nM

i) Curva de disociacion.
Para corroborar la especificidad de los oligonucleétidos, se incluyd una curva de

disociacion en el programa de PCR en tiempo real para cada par de
oligonucledtidos: HPRT-1 y PD-L1 (Figura 7). La curva de disociacion consiste en
aumentar gradualmente la temperatura hasta los 95°C, con la finalidad de
desnaturalizar la doble cadena de los productos obtenidos durante el PCR,
posteriormente, se bajo gradualmente la temperatura hasta 60°C lo que renaturaliza
las cadenas de DNA con la finalidad de ver cuantos picos de disociacion hubo en
esa reaccion (Figura 7). Para cada par de oligonucleotidos especificos para un gen

se observé un pico de disociacion, asegurando la especificidad de la reaccion.
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Figura 7. Curva de disociacién. Cada linea del mismo color representa una
concentracion diferente de oligonucledétidos (ver tabla 3), con lo que comprobamos
gue, sin importar la concentracioén, los oligonucleétidos son especificos y la doble
hebra de DNA amplificada se disocia a la misma temperatura. Se muestra también la
Tm de los oligonucled6tidos para PD-L1 y HPRT.
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iii) Rango dinamico de concentraciéon del cDNA.
Para determinar el rango dinamico se elige la concentracién en la que el gen

endogeno (HPRT-1) y el gen problema (PD-L1) amplifican a la misma velocidad en
la reaccion de gPCR. Se realizdé una curva estandar para determinar el rango
dinamico de la reaccion (Figura 8).

El rango dinamico se definié utilizando distintas diluciones seriadas de cDNA y la
concentracion de oligonucleétidos previamente establecida (Tabla 5).

Para definir el rango dindmico, se realiz6 una curva estandar graficando la diferencia
de Ct (ciclo umbral) de PD-L1 menos el Ct de HPRTL1 en funcién del logaritmo de la
concentracion utilizada. La pendiente de la recta obtenida no debe ser mayor a 0.1,
lo que indica que las velocidades de amplificacion son similares (Figura 8). La

concentracion del cDNA utilizada para los ensayos fue 64 ng/ pL.

Tabla 4. Diluciones seriadas del cDNA utilizadas para evaluar el rango dinamico. El
rango dinamico se determino entre 25 ng/ pL y 160 ng/ pL.

Muestra Dilucion Concentracion

1 1:10 160 ng/ pL
2 1:25 64 ng/ pL
3 1:25 25 ng/ L

Curva estandar de PD-L1y HPRT-1

£ > . . 2.775

2 2o y = 0.0913x-+:2:8842 * 27

> = aseeeeet

SO A 2.625

S o

g° T 255

= 5 35 2.8 2.1 1.4 -0.7 0.

Logaritmo de la concentracion

Figura 8. Curva estandar de HPRT-1y PD-L1.
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Determinacion de la expresion relativa del RNA mensajero para PD-L1
usando RT-gPCR
De acuerdo con los resultados obtenidos en la validacion del ensayo, se determiné

gue la concentracion optima para ambos oligonucleétidos (antisentido y sentido) es
200 nM, tanto para PD-L1 como para HPRT-1.

La curva de disociacion para cada par de primers (PD-L1 y HPRT-1) indic6 que son
especificos para cada gen (Figura 6).

De acuerdo con la curva estandar, la concentracion 6ptima de cDNA es 64 ng/uL.
La pendiente de la ecuacion de la curva estdndar fue menor a 0.1 con lo que nos
aseguramos de que HPRT-1 es un buen gen enddgeno para esta reaccion.

Una vez validados los ensayos de eficiencia y el rango dinamico se llevé a cabo la
cuantificacion relativa del mensajero de PD-L1, por medio de la técnica de PCR en
tiempo real.

Después de incubar las lineas celulares en las 5 condiciones (glucosa, pH 7.2,
glucosa, pH 6.2, lactato, pH 7.2, lactato, pH 6.2 y glucosa, pH 7.2 con Interferdn),
se aisl6 el RNAy se hizo la retrotranscripcion. Posteriormente se utilizaron 64 ng/uL
de cDNA para cada reaccion de PCR en tiempo real.

Para correr cada ensayo, se etiquetaron 11 tubos para cada gen que corresponden
a 5 tubos para la repeticion “1”, 5 tubos para la repeticion “2” y un tubo para NTC.
Para llevar a cabo el ensayo, se realizaron 2 cocteles: uno para HPRT-1, y otro para
PD-L1 (tabla 5). Este coctel corresponde a 10 reacciones (incluye 3 réplicas
experimentales por muestra) mas 1 reaccibn de NTC (incluye dos réplicas
experimentales).

Cada reaccion contenia 34 pL del coctel y 8 uL de la dilucion del templado o cDNA
(64 ng/uL), obteniendo un volumen de 42 uL (volumen suficiente para cargar cada
reaccion por triplicado en la placa). A cada tubo de NTC se le agregaron 23 pL del
coctel y 5.5 puL agua libore de RNAsa obteniendo un volumen final de 28.5 pL
(volumen suficiente para cargar cada reaccion por duplicado en la placa).

En una placa de 96 pozos se cargaron triplicados de 13 uL por reaccion y en el caso
de los NTC, se cargaron duplicados de 13 pL por reaccion.

El programa usado para la amplificacion y cuantificacién en el termociclador se

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

Reactivos Cantidad
SYBR Select Master Mix 6.5 pL

Oligonucleétidos  Para (PD-L1) 0.5 pL (sentido y antisentido)

especificos . . .
Para (HPRT-1) 0.5 pL (sentido y antisentido)

Agua libre de RNAsas 3 uL

Vol. Final 13 uL

Tabla 6. Programa usado en el termociclador parala amplificacion y cuantificacion
de los genes de interés.

Ciclos Tiempo Temperatura
1 5 minuto 94°C
1 minuto 94°C
1 minuto 60°C
25
1 minuto 72°C
1 10 minutos 72°C
FIN Infinito 4°C
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Una vez finalizada la reaccion de qPCR, el termociclador proporciona el ciclo umbral
(Ct) de cada reaccion. El ciclo umbral nos indica el momento en el que la
amplificacion supera al ruido o limite de deteccion del equipo. Un Ct pequefio indica
gue la muestra contenia una mayor cantidad de mensajero de un gen, que otra
muestra con un Ct mayor.

Para el andlisis de los datos de la reaccion de qPCR se utilizé el método AACt. El
método AACt consiste en la normalizacién de los datos (Ct) con respecto a un gen
endogeno (HPRT-1). Un gen enddgeno constitutivo es aquel que esta presente en
todos los tipos celulares y mantiene su expresion constante en las células sin
importar el estrés al que sean sometidas, lo que ayuda a eliminar los errores con
respecto a la cantidad de cDNA entre las diferentes muestras.

Una vez normalizados los datos, se comparan con la condicion control (glucosa pH
7.2), para asi, obtener la diferencia en los niveles de expresion del transcrito de PD-
L1 en las diferentes condiciones de tratamiento relativo a la expresion del PD-L1 en

la condicién control (glucosa pH 7.2).
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Analisis de expresion relativa del mMRNA para PD-L1 usando el método AACt
Para comparar los niveles de expresion del mRNA para PD-L1 se utiliz6 el método

Delta Delta Ct (AACt). Este método se utiliza para medir la magnitud de los cambios
de expresion de genes en células debido a una condicién problema y una condicion
control. En el método AACt primero se normalizan los datos del ciclo umbral (Ct)
del gen de interés (PD-L1) con respecto a los del gen endogeno (HPRT-1)
obteniendo el ACt;

ACt = (Ctproblema— Ctgen_endégeno) | ACt = (CtPD-Ll — CtHPRT-l)

y después, se compara el ACt de las células en una condicion problema respecto al
ACt de las células en una condicion control (glucosa pH 7.2);

AACt = (ACtprObIema— AthontroI) | AACt = (ACtprObIema— ACthucosa_pH?.Z)-

Estos datos fueron analizados a través del método comparativo utilizando la

Siguiente ecuacién (ROmerO'GarCia, 2014);

2-AACt

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

Anélisis de la expresion relativa de la molécula PD-L1 en la membrana
celular
Para analizar la expresion de la molécula PD-L1 en las lineas celulares, los datos

se analizaron en un grafico de dispersion (FSC-Altura contra FSA-Area) para
discriminar los restos y agregados celulares (Figura 9-a); posteriormente, de la
poblacion seleccionada se hizo en un nuevo grafico de dispersion, esta vez
elaborando la grafica de FSC-Area contra SSC-Area (Granularidad) para asi
seleccionar la poblacion mas homogénea en cuanto a tamafio y granularidad (Figura
9-b).

A continuacién, se realiz6 un histograma para evaluar la intensidad media de
fluorescencia (MFI, por sus siglas en inglés) de la sefal correspondiente a la
molécula PD-L1 marcada con anticuerpo antiPD-L1 (Figura 9-c). La intensidad
media de fluorescencia esta directamente relacionada con el nivel de expresion de
la molécula PD-L1 en la membrana celular. De esta forma, se pudieron comparar
las medias de fluorescencia que expresaron las células tratadas en los diferentes
medios de cultivo con las células cultivadas en un medio control (glucosay pH 7.2)
(Figura 10). Como control positivo se utilizaron células a las que se les afiadié IFN-

v ya que se ha visto que incrementa considerablemente la expresion de PD-L1 en
células tumorales (Pérez-Hernandez, 2010; Majic, 2018)_
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Figura 9. Andlisis representativo por citometria de flujo de una linea celular tumoral. Se
muestran las células SK-MES-1 con glucosa pH 6.2 utilizando el programa FlowJo X. En
primer recuadro, la regibn R1 corresponde a la poblacion de células individuales
(singuletes) después de discriminar los agregados y restos celulares. Los numeros
sefalados en cada region corresponden al porcentaje de células totales que pertenecen a
esta region.

En el segundo recuadro, la regidbn R2 corresponde a la poblacion mas
homogénea en cuanto a tamafio y granularidad. En el dltimo recuadro, se muestra el

histograma de la region R2 y se marca la intensidad media de fluorescencia (MFI) para la
molécula de membrana PD-L1.
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Figura 10. Histograma representativo donde se muestra la comparacion de las MFI debidas
a la inmunofluorescencia para PD-L1 en la linea celular SK-MES-1 a las 48 horas de cultivo
en las diferentes condiciones.
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Para comparar la expresion de la molécula PD-L1 en las lineas celulares cultivadas
en las diferentes condiciones, los datos se normalizaron con respecto a la MFI de la

condicion con glucosa pH 7.2 (control):

Intensidad media de fluorescencia relativa = media de fluorescencia PD-L1popema
(rMF1)

media de fluorescencia PD-L 1control

La linea celular A-427 presentd un incremento significativo en la expresion de la
molécula PD-L1 en todas las condiciones de cultivo al compararla con las células
cultivadas en el medio de cultivo adicionado con glucosa pH 7.2 (Figura 11). En la
condicion adicionada con lactato y pH 7.2, la expresion de PD-L1 aumento
significativamente, en la condicién adicionada con glucosa pH 6.2 la expresion de
PD-L1 membranal aumento aun masy en el medio de cultivo adicionado con lactato

pH 6.2 se observé la mayor expresion membranal de PD-L1.

En la linea celular SK-MES-1 no se observé un incremento significativo en la
expresion membranal de PD-L1, al cultivarla en los diferentes medios de cultivo. Las
células estimuladas con IFN-y (control positivo) incrementaron significativamente (p
< 0.05) la expresion de la molécula PD-L1 con respecto a la condicién adicionada

con glucosa pH 7.2.

En la linea celular MCF-7 (adenocarcinoma de mama) no se observo incremento en

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

En la linea celular A-549 no se incrementé la expresiéon de la molécula PD-L1 en la
membrana con respecto a la condicidén adicionada con glucosa pH 7.2 en ninguna
de las condiciones de cultivo a las que fueron expuestas; sin embargo, el control

positivo (IFN-y), mostré un incremento significativo.
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Dado que las lineas celulares A-549 y MCF-7 no mostraron diferencias significativas
en su expresion membranal de la molécula PD-L1 no se les realizo el analisis para

comparar su expresion del mMRNA para PD-L1 en las diferentes condiciones.

3 1]
s A-427 < SK-MES-1
o
2 =2
= [}
[=] -~
g2 . + .. + 4 ET 2 —l_
Ed T =a
o - @
- =
T o
= =
[~ [~}
/] o -
LacpH7.2 GlupHE.2 LacpHE.2  IFN-Y lacpH7.2 GlupHE2 LacpH&2  IFN-7
Condiciones Condiciones
: A-549 +
- -
3 PR MCF-7
o
-] d =
ED z
E= Eg ?
oo EQ
- o B
—_ — =
T e
'S
= =
[~}
i} i}
LacpH7.2 GlupHE.2 LacpHE2  IFN-7 LacpH7.2 GlupH&.2 LacpHE2 IFN-F
Condiciones Condiciones

Figura 11. Expresion relativa de la intensidad media de fluorescencia (rMFI, medida
por citometria de flujo) de la molécula PD-L1, expresada en la membrana celular de
las lineas A-427, SK-MES-1, A-549 y MCF-7 cultivadas en un medio con lactato y un
pHde 7.2 (Lac pH 7.2), medio con glucosay un pH de 6.2 (Glu pH 6.2) y un medio con
lactato con un pH de 6.2 (Lac pH 6.2) durante 48h. Se incluy6é un pozo con células
cultivadas en un medio adicionado con glucosay un pH de 7.2 estimuladas con IFN-
vy como control positivo (IFN-y) y los datos se normalizaron con respecto a la MFI de
las células cultivadas en un medio adicionado con glucosa pH 7.2. Diferencias
significativas deep < 0.05 yeep <0.01. Los experimentos se repitieron 3 veces.
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Expresion relativa del RNA mensajero para PD-L1 en las lineas celulares A-
427 y SKMES-1.
En la linea celular A-427 incubada durante 24 horas, se observd un incremento

significativo (p<0.05) en el mRNA para PD-L1 en las células cultivadas en la
condicion con lactato pH 7.2, al compararlas con las células cultivadas en medio
control con glucosa pH 7.2 (Figura 12).

En la condicion con glucosa pH 6.2 el mRNA para PD-L1 disminuy6
significativamente (p<0.01), mientras que para la condicion con lactato pH 6.2 no se
observaron diferencias significativas. Se observé un incremento significativo

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

A las 48 horas de cultivo, el mMRNA para PD-L1 en las células A-427 se incremento
en la condicién con lactato pH 6.2; sin embargo, este incremento no fue significativo.
Por otro lado, en la condicion con lactato pH 7.2 el mRNA para PD-L1 disminuy6
significativamente (p<0.05). En las condiciones con glucosa pH 6.2 no se observo
diferencia del mRNA para PD-L1 al compararlo con su expresion en la condicion

control (glucosa pH 7.2) (Figura 12).

En la linea celular SK-MES-1 cultivada durante 24 horas, se observo un incremento
significativo en todas las condiciones de cultivo. La condicidn con lactato pH 7.2 con
una p<0.001, la condicién con glucosa pH 6.2 con una p<0.05 y la condicién con
lactato pH 7.2 con una p<0.01, asi como en la condicion estimulada con IFN-y con
una p<0.01 (Figura 12).

En la linea celular SK-MES-1 cultivada durante 48 horas, hubo un incremento
significativo en la condicion con lactato pH 7.2 (p<0.01) y en la condicidon con lactato
pH 6.2 (p<0.01) en comparacion con el medio control (glucosa pH 7.2).

En la condicion con glucosa pH 6.2 no se observaron diferencias significativas en la
expresion del mRNA para PD-L1 al compararla con la condicion control. Se observo
un leve incremento en la condicion estimulada con IFN-y respecto a la condicién

glucosa pH 7.2; sin embargo, este incremento no fue significativo (Figura 12).
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Figura 12. Expresion relativa del mRNA de PD-L1 en las lineas celulares A-427 y SK-
MES-1 cultivadas durante 24 o 48 h en medio con glucosay pH 6.2 (Glu pH 6.2), con
lactato y sin glucosaapH 7.2 (Lac pH7.2)o pH6.2 (Lac pH 6.2) respecto ala expresion
de PD-L1 en las lineas celulares A-427 y SK-MES-1 cultivadas en medio con glucosa
y pH 7.2 (Glu pH 7.2), que adquiere el valor de 1. También se incluyd, como control
positivo, la expresién relativa de PD-L1 en las lineas celulares A-427 y SK-MES-1
cultivadas en medio con Glu pH 7.2, estimuladas con IFN-g. ¢ p < 0.05 yeep < 0.01.
diferencia significativa respecto a la condicién control (Glu pH 7.2).
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DISCUSION

La molécula PD-L1 se sobreexpresa en algunos tipos de cancer (Pong etal, 2002; Strome
& Chen, 2004; Wintterle et al., 2003) y an diversas lineas celulares tumorales (Pong etal 2002)  ge
ha asociado la sobreexpresion de PD-L1 en células tumorales con un mal prondstico
en pacientes con cancer (Pong et al, 2002; Escors, et al, 2018) y ge ha comprobado que
después de la union de PD-L1 con su receptor PD-1, se reduce la secrecion de
citocinas por parte de los linfocitos T (iang et al, 2019)  a5i como la produccion de
granzima-B (Prado-Garcia et al. 2017) contribuyendo con la evasion de los tumores a la

accion de los linfocitos T citotéxicos.

Por otro lado, se ha sugerido que el lactato secretado por las células tumorales es
importante para regular positivamente la agresividad del tumor (al menos en
condiciones de hipoxia) ya que interviene en la activacion de la via del factor 1
inducible por hipoxia (HIF-1), que es un importante regulador del transporte de
oxigeno, del aumento de la vascularizacion, del metabolismo anaerobioy de la
la proliferacion celular (Sonveauxetal, 2012) Ademas, como resultado del efecto Warburg,
las células tumorales secretan una gran cantidad de lactato, lo que a su vez reduce
el pH hasta valores de 6.0-6.5 Xieetal. 2014) 'E| nhH acidificado selecciona los fenotipos
resistentes y también promueve la degradacion de la matriz extracelular y el

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

Utilizamos glucosa 10 mM ya que esta es la concentracion en que habitualmente se
realiza el mantenimiento de las lineas celulares y lactato 20 mM tomando en cuenta
gue, en el microambiente de los tumores sélidos, las concentraciones de lactato van
de 3 hasta 40 mM y pueden llegar hasta un pH alrededor de 6.0 (Pa etal. 2013; Romero-
Gacia et al. 2019; Prado-Garcia et al., 2020) - {Jtjlizamos los medios de cultivo a un pH de 7.2 ya
gue este es el pH ideal para el mantenimiento de las lineas celulares, y un pH de
6.2, el cual también fue utilizado en un estudio anterior realizado por Prado-Garcia
et al. 2020.

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

concentracion inicial de lactato 2mM y glucosa 10 mM, tras 48 horas de cultivo, el
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medio de cultivo de las lineas celulares A-427 y A-549, tenia una concentracion de
lactato de 20 mM, y al pasar otras 48 horas, las células de este cultivo comenzaron
a utilizar el lactato como fuente de carbono (Prado-Garcia et al. 2020).

Por lo anterior, analizamos la expresion de PD-L1 a nivel de proteina y mRNA en
lineas tumorales cultivadas in vitro con lactato y pH acido. Como control positivo de
induccién de PD-L1 se incluyeron lineas celulares tratadas con IFN-y, ya que el IFN-
v es uno de los factores que incrementan de manera importante la expresion de PD-
L1 en la membrana y el mRNA para PD-L]1 (Pérez-Hemandez, 2010; Mojic et al., 2018) =y
observamos que dicha citocina incremento la expresion de PD-L1 entre 2y 5 veces
en todas las lineas celulares tanto a las 24 como a las 48 horas de cultivo. Cabe
mencionar que a la fecha solo hay un reporte previo que estudia la modulacion de
la expresion de PD-L1 por lactato en dos lineas celulares de cancer pulmonar (Fend
etal, 2017) En nuestro estudio, las lineas celulares que usamos proliferaron en los
medios de cultivo suplementados con lactato a pH 6.2 y 7.2, lo que concuerda con

un reporte previo, en el que se demuestra que el lactato puede ser utilizado como
fuente de carbono (Romero-Garcia & Prado-Garcia et al., 2019)'

En las lineas celulares A-427 y SK-MES-1 la condicion con lactato incremento la
expresion membranal de la molécula PD-L1 en pH 7.2. Cabe destacar que estas
dos lineas pertenecen a derrames pleurales de cancer de pulmon, los cuales se
presentan en etapas tardias del cancer (Giard et al., 1973; Memorial Sloan Kettering Cancer Center,
2020) Por otro lado, las lineas celulares A-549 y MCF-7 que provienen de tumores
primarios y se consideran modelos de la enfermedad en etapas tempranas (Foster et
al., 1998; JoEllen, 2013; Cejalvo et al, 2017 (Figyra 11). Estos resultados contrastan con los
observados por Feng et. al. en 2017, quienes observaron que la expresion de PD-
L1 tanto a nivel de la proteina como en su mRNA es dependiente de la
concentracion de lactato (10, 20 y 30 mM) en las lineas celulares de cancer de
pulmén A-549 y H1299 (H1299 derivada de un sitio metastasico). Los autores
atribuyen el efecto del lactato a un mecanismo por el cual, el lactato inhibe la

produccién de cAMP y la actividad de la via PKA a través de su receptor GPR81, lo
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que induce la regulacién positiva de PD-L1 dependiente del coactivador

transcripcional TAZ (Fengetal., 2017),

Las células A-427 tratadas en los medios de cultivo con lactato pH 7.2, glucosa pH
6.2 y lactato pH 6.2 durante 48 horas, presentaron un incremento en la expresion
de PD-L1 a nivel de membrana; sin embargo, dicho efecto no lo observamos a nivel
de mRNA, lo que podria deberse a una menor actividad en la transcripcion
provocada por la acidosis en los medios con un de pH 6.2; las células posiblemente
estan activando otras vias metabolicas para su supervivencia (Romero-Garcia etal,. 2019)

Un fenébmeno similar podria ocurrir en las células SK-MES-1, en las que la expresion

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

Por otro lado, al someterlas a los diferentes medios de cultivo, las lineas celulares
A-549 y MCF-7 no mostraron diferencias en su expresion membranal de PD-L1 al
compararlas con el medio control con glucosa pH 7.2, esto podria deberse a que
estas lineas celulares provienen de tumores primarios. Estas lineas celulares si

incrementaron la expresion de PD-L1 al estimularlas con IFN-y.

Asi, nuestros datos sugieren que no todas las lineas celulares incrementan la
expresion de PD-L1 a las 48 horas de estar cultivadas con lactato. Lo anterior puede
deberse a diferencias en su origen ya que la linea celular A-549 de cancer de
pulmény la linea celular MCF-7 de adenocarcinoma de mama provienen de tumores
primarios, los cuales son menos agresivos y mas susceptibles a ser eliminados,
(Cejalvo et al., 2017; Fogh.1986) En cambio, las lineas SK-MES-1 y A-427 provienen de
estadios mas avanzados y de sitios metastasicos (F°9"1986) Por |o que suponemos
gue la molécula PD-L1 tiene una mayor expresion en lineas celulares provenientes
de tumores mas agresivos, los cuales han logrado modificar en mayor medida su

microambiente, a uno mas acido y rico en lactato.

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

en cuenta que en el estudio de Prado-Garcia et al. 2020, a las 8 horas, los medios
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de cultivo con lactato pH 7.2 y con lactato pH 6.2 estan libres de glucosa (Romero-Garcia
2019) por lo que a las 24 horas aseguramos un consumo de lactato por las células
tumorales y a las 48 horas una expresion de PD-L1 en la membrana celular.

Es necesario medir la expresion de PD-L1 en cada linea celular, antes de 24 y
después de 48 horas para obtener un panorama mas amplio sobre la expresion de
esta molécula con respecto al tiempo de exposicion de las células al medio y
averiguar si existe un minimo y un maximo en la expresion de PD-L1 con respecto
al tiempo. Al respecto, Romero-Garcia et al. 2019 reportaron que existe una fase de
adaptacion al medio de cultivo, la cual es diferente para cada linea celular, por lo
gue es de esperar que el momento en que PD-L1 se sobreexpresa puede variar de

una manera diferente en cada linea celular (Romero-Garcia etal. 2019)

Ahora bien, ya que sabemos que el lactato es un factor importante en el
microambiente tumoral para la expresion de PD-L1 en células tumorales, sera
necesario averiguar el efecto del lactato sobre la expresion de PD-L1 en células no
tumorales (fibroblastos y CMN). También seria importante evaluar la expresion de
PD-L1 en células tumorales en cocultivo con linfocitos T y en presencia de altas
concentraciones de lactato, para comprobar si la funcidn efectora de los linfocitos T
disminuye alin mas que en condiciones donde no hay abundancia de esta fuente de
carbono. Ademas, seria necesario analizar la via por la cual el lactato interviene en
la sobreexpresion de PD-L1, para asi poder mejorar los tratamientos dirigidos contra

los tumores.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las lineas celulares A-549 y MCF-7 no modifican la expresion de la molécula PD-
L1 en la membrana a las 48 horas de cultivo en un medio con lactato o glucosa
como fuente principal de carbono y un pH de 7.2 0 6.2.

El lactato en el medio de cultivo celular resultd ser un elemento importante para la
sobreexpresion de PD-L1 en las lineas celulares A-427 y SK-MES-1. Por lo que la
hipotesis se cumplié para estas dos lineas celulares.

Por lo anterior, planteamos la hipétesis final de que una alta concentracion de lactato
en el microambiente tumoral es relevante para la evasion al sistema inmune de las

células tumorales.

La hipdtesis anterior, requiere de la continuacion de este trabajo de investigacion
para medir la expresién de la molécula PD-L1 en la membrana celular a las 24 horas
en un cultivo adicionado con lactato o glucosa y un pH de 7.2 0 6.2 y asi, poder
comparar esta expresion con el mRNA a las 24 horas. Ademas, se requeriria
realizar ensayos a las 8, 72 y 96 horas de cultivo para poder realizar una
comparacion con respecto al tiempo de la molécula PD-L1 y comprobar si existe
una relacion entre el tiempo de exposicion al microambiente adicionado con lactato
o un pH de acidificado y la sobreexpresion de PD-L1. También, seria necesario
hacer cultivos en células no tumorales para medir si los medios de cultivo aqui
utilizados modifican su expresion PD-L1.

Lo anterior proporcionara un panorama mas amplio sobre el comportamiento de la
molécula PD-L1 en un microambiente comun en los tumores in vivo; es decir con

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