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Abreviaturas

INEGI
ADN

CD24

CD44
GLOBOCAN
TEM

SCLC
NSCLC

AT2

MAT:

LLC
MAD109
KLN-205

CMT
MEM
SFB
CO2
ATP
MEC
DAMPs

Ca2*
uM/L
nmol/L
ATPe
ADO
ATP
UTP
UDP

Instituto Nacional de Estadistica y Geografia

Acido desoxirribonucleico

Cluster de diferenciacion 24, marcador de superficie celular

Cluster de diferenciacion 44, marcador de superficie celular

Global Cancer Observatory (Observatorio Global de Cancer)
Transicion epitelio-mesenquimal

Small cell lung cancer (cancer de pulmén de células pequenas)
Non-small cell lung cancer (cancer de pulmoén de células no pequetias)
Alveolar type 2 cells (células alveolares de tipo 2)

Microambiente tumoral

Carcinoma pulmonar de Lewis

Linea celular de carcinoma pulmonar murino espontaneo

Linea celular de carcinoma de pulmén murino derivada de un raton
adulto

Carcinoma pulmonar alveogénico murino

Medio esencial minimo

Suero fetal bovino

Dioxido de carbono

Adenosin trifosfato

Matriz extracelular

Danger-Associated Moleuclar Patter (Patrones moleculares asociados
al dafo)

Calcio

Micromoles por litro

Nanomoles por litro

Adenosin trifosfato extracelular

Adenosina

Adenosina 5’ trifosfato

Trifosfato de uridina

Difosfato de uridina



CD39 Ectonucleotidasa, convierte ATP en AMP

CD73 Ectonucleotidasa, desfosforila AMP en adenosina

VRAC Volume-regulated anion channel (Canal de aniones regulado por
volumen)

PKA Proteina cinasa A

SOC Store-operated calcium (entrada de calcio operada por reservas)

ROC Receptor-operated calcium (entrada de calcio operada por receptores)

[Ca®']i Concentracion de calcio intracelular

GLUTI Glucose transporter 1 (transportador de glucosa tipo 1)

NFATcl Nuclear factor of activated T-cells, citoplasmico 1 (factor nuclear de

células T activadas, isoforma citoplasmica 1)

AMPc Adenosin monofosfato ciclico

ER Reticulo endopldsmico

ARNm Acido ribonucleico mensajero

[Ca®"Teit Concentracion de calcio citoplasmico

mM Milimolar

IP3 1,4,5-trifosfato

GPCR G protein coupled receptors (receptores acoplados a proteinas G)

SERCA Sarco/endoplasmic reticulum Ca?"-ATPase (ATPasa de Ca®" del
reticulo sarcopldsmico/endoplasmico)

RyRs Receptores de rianodina

UCM Uniportador de Ca2+ mitocondrial

CaM Calmodulina

CAMKII Protein kinasa II dependiente de calcio/calmodulina

CAMKIV Protein kinasa I'V dependiente de calcio/calmodulina

PMCAS Plasma membrane Ca*-ATPase (ATPasa de Ca*" de membrana
plasmatica

VDACI1 Voltage-dependent anion channel 1 (canal aniénico dependiente de

voltaje tipo 1)
HEPES Acido N-2-hydroxietilpiperazina-N-2-etanosulfonico
PFA Paraformaldehido



BSA Albimina de suero bovino
DPBS Solucioén salina tamponada con fosfato de Dulbecco
ABC Area bajo la curva

EGFR Receptor de factor de crecimiento epidérmico



1. Resumen

La sefializacion de calcio intracelular ([Ca®*]i regula varios procesos primordiales en la
biologia del cancer, como la proliferacion celular, la metastasis y la capacidad de evitar la
muerte celular. En particular, se ha documentado que los receptores purinérgicos (P2)
participan en la progresion de varios tipos de cancer, entre ellos, el cancer de pulmoén. En este
trabajo se compar6 la dindmica de calcio mediada por receptores purinérgicos entre células
obtenidas de un tumor primario de adenocarcinoma pulmonar inducido en ratones BALB/c
y la linea celular LPO7. Para comparar la dindmica de calcio entre ambas lineas se realiz6 un
cultivo primario a partir de los tumores inducidos y se midieron los cambios en la [Ca?']i en
ambos modelos mediante microscopia confocal tras la carga con el indicador fluorescente
Fluo-4 FF AM. Las células fueron estimuladas con los agonistas purinérgicos ATP y UTP, y
tratadas con el antagonista purinérgico no selectivo suramina. El analisis estadistico se realiz
mediante una prueba U de Mann-Whitney para muestras independientes. Los resultados
mostraron que no existen diferencias significativas (p > 0.05) en el area bajo la curva (ABC)
y la respuesta maxima de fluorescencia al estimular con ATP y UTP. De igual forma, se
obtuvieron diferencias no significativas (p > 0.05) en el area bajo la curva y la respuesta
maxima al inhibir con suramina el tumor primario y la linea LP07. Los resultados sugieren
que los receptores purinérgicos envueltos en la sefializacion de Ca?" se conservan
similarmente entre ambos modelos al ser estimulados con agonistas, sin embargo, al bloquear
los receptores purinérgicos con un antagonista se observa una disminucion en la intensidad

de la respuesta obtenida.



2. Introduccion

2.1 Cancer
2.1.1 Etiologia

El término céncer proviene del latin cancer, cancri (cangrejo) y este del griego
Karkinos, “cangrejo”, bautizado asi por Hipdcrates, ya que la progresion de la enfermedad le
recordaba a un cangrejo en movimiento (1). A partir de esta raiz derivaron los términos
carcinoma (tumor maligno) y céncer (tumor maligno ulceroso). Posteriormente en el siglo
XIX, el término cancer fue definido como una neoplasia maligna (2). De acuerdo con
Herrera-Goémez y colaboradores (3) este término se utiliza para nombrar un grupo de
enfermedades distinguidas por el desarrollo de células que crecen descontroladamente,
pueden invadir otros tejidos y destruir la arquitectura tisular.
2.1.2 Epidemiologia

El cancer es una enfermedad que se extiende a todas las regiones del planeta, siendo
la segunda causa de muerte a nivel mundial (4). La Organizaciéon Mundial de la Salud estima
que en 2030 habra 21.4 millones de casos nuevos en el mundo. Seglin el INEGI, este conjunto
de enfermedades representa la tercera causa de muerte en nuestro pais, antecedido por las
enfermedades del corazon y la diabetes mellitus, en primer y segundo lugar, respectivamente
(5).
2.1.3 Progresion tumoral

La carcinogénesis consiste en tres etapas: inicio, promocion y progresion (6). Esta
enfermedad es el resultado de un conjunto de alteraciones en el ADN que dan lugar a diversas
mutaciones, si bien no todas las mutaciones dan lugar a cambios en el fenotipo celular;
algunas pueden provocar cambios que provoquen la muerte celular, un crecimiento celular
descontrolado, displasia o metaplasia celular (7). El fenotipo proliferativo hereda el material
genético a su progenie, iniciando asi un proceso de autorreplicacion continua. Las células
que han adquirido una ventaja proliferativa suelen invadir y colonizar el tejido en el que se
encuentren. Con el paso del tiempo, pueden surgir subpoblaciones celulares dentro del mismo
tumor con capacidades o ventajas alin mayores. En la mayoria de los casos, los tumores
atraviesan una progresion de lesiones benignas a tumores in situ a neoplasias malignas

invasivas (6). Este proceso continuo de seleccion de clones y subclones, llamado evolucion
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clonal, puede concluir en la aparicion de un clon celular cuyo crecimiento altera la
arquitectura tisular normal, manifestindose como una masa o proliferacion visible al
microscopio, denominado tumor (8,9).

Para describir a los tumores de bajo impacto, se emplea el término “benigno”, el cual
hace referencia a aquellos tumores que tienen bordes bien definidos y no invaden otras zonas
del cuerpo (10). La expresion “tumor maligno” o “cancer” se utiliza para describir una forma
mas compleja de una neoplasia, la cual se caracteriza por la invasion a tejidos continuos o
distales, pudiendo desencadenar una patologia sistémica y, finalmente, la muerte del
hospedador (10).

El desarrollo del cancer es promovido mediante procesos moleculares
multifactoriales que engloban interacciones entre genes y el ambiente en el que se encuentra
el organismo, mediante un proceso conocido como carcinogénesis, tumorigénesis u
oncogénesis (11).

El trasfondo molecular del céncer lo convierte en una patologia con un amplio
espectro de agentes causales, desde mutaciones genéticas, epimutaciones, disruptores
celulares, exposicion a ciertos virus y factores medioambientales (12). Esta patologia puede
desarrollarse en cualquier tipo de tejido u 6érgano dentro del cuerpo (13), convirtiéndola en
una enfermedad peligrosa para la vida y representando un gran peso para los sistemas de
salud.

En los ultimos afios ha sido posible la caracterizacion de células tumorales antes de
iniciar un tratamiento, lo cual confiere una ventaja al paciente al momento de seleccionar un
tratamiento segun las particularidades moleculares del tumor. Ademas, esto puede facilitar
realizar analisis posteriores sobre el microambiente tumoral para mejorar las estrategias
terapéuticas (3).

2.1.4 Heterogeneidad celular

Cada division celular tiene la posibilidad de originar alteraciones gendmicas que
pueden derivar en distintos escenarios fenotipicos (figura 1). Algunos genotipos pueden
propiciar ventajas en la capacidad de proliferacion, supervivencia u otras ventajas que
permitan la expansion clonal (14). Las caracteristicas adquiridas al inicio de la tumorigénesis

abarcan mayores capacidades proliferativas y de supervivencia (9).
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Un céancer que ha sido caracterizado por ciclos continuos de proliferacion a partir de
lineas celulares en expansion da lugar a una heterogeneidad en la poblacion celular tumoral
mediante un cuello de botella que elimina, a medida que las células se dividen, la
heterogeneidad entre las células que no se replicaron (2). Esta heterogeneidad celular anade
cierta complejidad al momento de intentar caracterizarlas de manera molecular o histologica

y puede influir en la eficacia del tratamiento (7).

Representacion esquematica de la evolucion clonal del cancer

|

Expansién
clonal

[utacion A 2

|

|

o = = =
L= =] (=]
m m

Tejido normal Defecto del campo genético Tumor

Fuente: Gary D. Hammer, Stephen J. McPhee:
Fisiopatelogia de |a enfermedad: una introduccién a la medicina clinica, 82
Caopyright © McGraw-Hill Education. Todos los derechos reservados.

Figura 1. Ciertas mutaciones pueden dar resultado un fenotipo proliferativo que puede formar un subclon. Mutaciones en este subclon
pueden proporcionar una mayor capacidad proliferativa, entre otras ventajas. Las mutaciones que propician el crecimiento anormal fuera
de los limites tisulares pueden llevar a la formacion de un tumor con consecuencias morfologicas y patologicas. Tomado de: Hammer GD,
McPhee SJ. Fisiopatologia de la enfermedad: una introduccion a la medicina clinica [Internet]. 8.* ed. Ciudad de México: McGraw-Hill
Education; 2019 [citado el 2 ago 2025]. Disponible en: https://accessmedicina.mhmedical.com (9)
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3. Antecedentes

3.1 Antecedentes generales
3.1.1 Cancer de pulmon

3.1.1.2 Epidemiologia

El cancer de pulmon es una de las neoplasias mas diagnosticadas y la principal causa
de muerte por cancer a nivel global (8,9). En 2022 fueron diagnosticados cerca de 2.5
millones de casos en todo el mundo. De acuerdo con la GLOBOCAN, es el tumor maligno
mas frecuente y la principal causa de muerte en hombres. En mujeres, esta enfermedad ocupa
la tercera posicion en incidencia y la segunda en mortalidad (15). La misma institucién
predice mas de 35 millones de casos nuevos de este tipo de cancer en 2050. Este tipo de
patologia tiene una elevada carga de morbilidad, representando el 12.4% de los casos nuevos
de cancer (16).

En nuestro pais, la incidencia de cancer de pulmon ha incrementado desde 1970. Este
tipo de cancer ocupa el quinto lugar en frecuenciay es la principal causa de muerte por cancer.
Segtn el sexo, en hombres representa el segundo lugar tanto en incidencia como en
mortalidad, mientras que en mujeres se ubica en el séptimo lugar en incidencia y en el quinto

lugar en mortalidad (4).

3.1.1.3 Factores de riesgo

El surgimiento de cambios moleculares en células bronquiales o alveolares suele tener
como raiz la exposicion a carcindgenos como la contaminacion o el tabaco, siendo este tiltimo
considerado el mayor factor de riesgo para desarrollar cancer de pulmon, y el agente causal
de hasta un tercio de los casos (4,17). Algunos otros factores de riesgo importantes son la
exposicion a ciertos materiales como el asbesto, la lefia o los metales como el niquel, el
arsénico, el cadmio o el radon (15).

Cada afio incrementa la evidencia disponible que indica que la exposicion a la
contaminacion del aire por particulas en suspension, las cuales se clasifican segun su
diametro, en gruesas (2.5-10 um), finas (0.1-2.5 pm) y ultrafinas (<0.1 pm) (18), son
consideradas un riesgo ambiental significativo para el desarrollo de cancer de pulmoén (19),
asi como la practica de estilos de vida no saludables, como el consumo de cigarrillos

electronicos, aumentan potencialmente el riesgo de carcinogénesis (20). Hay evidencia que
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respalda que el uso de cigarrillos electronicos promueve la transicion epitelio-mesenquimal
(TEM) e interfiere con los mecanismos de reparacion del ADN, lo cual apoya el nexo entre
el uso de cigarrillos electronicos y la progresion del cancer (21), aunque esta relacion aun no

esta del todo establecida (22).

3.1.1.4 Clasificacion

Existen diferentes tipos distintos de cancer que se desarrollan en el pulmon, los cuales
surgen de distintas células que se encuentran en el epitelio bronquial y alveolar (figura 2)
(9). El cancer de pulmén se divide en dos subtipos histoldgicos principales: 1) cancer de
pulmon de células pequefias (SCLC, por sus siglas en inglés) y 2) cancer de pulmoén de células
no pequenas (NSCLC, por sus siglas en inglés), siendo este ultimo el mas comun,
representando hasta el 85% de los diagnosticos totales (8).

El cancer de pulmon de células no pequeiias (NSCLC) se clasifica histolégicamente
en tres categorias segin su morfologia y patrones de crecimiento: 1) adenocarcinoma
pulmonar, 2) carcinoma pulmonar de células escamosas, derivado de células progenitoras
basales que recubren el epitelio bronquiolar (9) y 3) carcinoma de células grandes, categoria
que abarca los subtipos mas raros (8).

Los casos de adenocarcinoma pulmonar suman hasta el 60 % de los casos totales de
cancer de pulmon. Este subtipo de cancer de pulmon surge en la zona distal del pulmén a
partir de células alveolares de tipo II (AT2) (23). Histopatoldgicamente, el adenocarcinoma
de pulmon suele clasificarse en tres grupos: 1) lesiones de adenocarcinoma preinvasivo, que
engloban las lesiones de hiperplasia adenomatosa atipica y el adenocarcinoma in situ, 2)
adenocarcinoma minimamente invasivo y 3) enfermedad extensamente invasiva (24,25). En
cambio, el carcinoma de células escamosas suele desarrollarse en el area central, a partir de
células basales epiteliales de las vias aéreas (17,26).

El NSCLC posee un trasfondo genético diverso; esto se debe a la existencia de
distintas mutaciones o a la influencia de factores epigenéticos, los cuales pueden influir en la

progresion de la enfermedad y en la respuesta al tratamiento (27).
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Poblaciones celulares del tracto respiratorio.
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Fuente: Gary D. Hammer, Stephen J. McPhee: . .
Fisiopatelogia de la enfermedad: una introduccién a la medicina clinica, 8e
Caopyright © McGraw-Hill Education. Todos los derechos reservados.

Figura 2. Las células que recubren el sistema respiratorio son distintas en las vias respiratorias proximales y en los alvéolos distales. Los
distintos tipos de cancer de pulmoén provienen de diferentes tipos celulares ubicados dentro del tracto respiratorio. Tomado de: Hammer
GD, McPhee SJ. Fisiopatologia de la enfermedad: una introduccion a la medicina clinica [Internet]. 8. ed. Ciudad de México: McGraw-
Hill Education; 2019 [citado el 2 ago 2025]. Disponible en: https://accessmedicina.mhmedical.com (9).

Actualmente existen diversas opciones para tratar el NSCLC que incluyen
quimioterapia, radioterapia, cirugia minimamente invasiva, terapia fotodindmica o terapia
molecularmente dirigida (16,28). El tratamiento elegido depende de diversos factores como
el estadio del cancer, el estado del paciente y la respuesta a tratamientos previos. Los avances
en estas opciones terapéuticas se han visto impulsados gracias al uso de modelos singénicos
preclinicos, los cuales han sido fundamentales para poder evaluar la eficacia de nuevas

opciones de tratamiento (20).

3.1.2 Microambiente tumoral

El microambiente tumoral (MAT) hace referencia a un “nicho ecologico” que es capaz
de estimular la progresion tumoral (29). Este concepto hace referencia a un ambiente celular
dindmico y al sitio que rodea e interactila con el tumor dentro del tejido hospedador. Este
incluye vasos sanguineos, células inmunes, la matriz extracelular, células endoteliales,
células estromales y moléculas de senalizacion (30).

Las células inmunes presentes en el MAT pueden incluir macréfagos asociados a

tumores con fenotipo M2, neutrdfilos asociados a tumores con fenotipo N2, células
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supresoras de origen mieloide, mastocitos y células asesinas naturales, las cuales producen
una variedad de factores (quimiocinas, citocinas y enzimas) que actuan directa o
indirectamente como factores proangiogénicos (31). Los vasos sanguineos que se forman
suelen ser defectuosos y con un funcionamiento deteriorado, lo cual conduce a la formacion
de un ambiente hipdxico, una caracteristica importante dentro del MAT que afecta la
plasticidad celular y la heterogeneidad tumoral (29). La composicion del MAT influye en
varios procesos de las células tumorales, incluidos el metabolismo, la proliferacion, la
motilidad, la capacidad metastésica y la respuesta al tratamiento (32).

En las tltimas décadas, el concepto de microambiente tumoral (MAT) ha despertado
interés dentro del campo de la biologia celular del cancer debido a su rol en fomentar o
restringir el desarrollo del tumor (33). La composicion del microambiente tumoral se ha
vuelto un nuevo objetivo terapéutico. Una vez comenzada la tumorigénesis, las células
tumorales y otras células que han sido invadidas por tumores son capaces de liberar grandes
cantidades de ATP al medio extracelular, metabolitos que acidifican el MAT, enzimas que
son capaces de degradar la matriz extracelular (MEC) y patrones moleculares asociados a

dafio (DAMPs) (34,35).
3.1.3 El ATP como molécula de serializacion

En 1970, Burnstock y colaboradores publicaron que un nucledtido de purina, muy
probablemente el ATP, participaba como neurotransmisor primario y se liberaba desde
nervios inhibidores no adrenérgicos no colinérgicos presentes en el tracto gastrointestinal
(36). Luego, en 1972, Burnstock formaliz6 su hipotesis purinérgica en la neurotransmision,
la cual introdujo el concepto de ATP como una molécula de sefializacion extracelular (34,37).

Esta hipotesis, si bien no fue del todo recibida por la comunidad cientifica en sus
inicios, fue finalmente aceptada a principios de la década de los 90, cuando los primeros
receptores de purinas y pirimidinas fueron clonados y caracterizados (38). Afios después de
la publicacion de la hipotesis purinérgica, se creia que la fuente principal de ATP extracelular
provenia de células dafiadas o a punto de morir. Actualmente se conoce que las moléculas de
ATP también son liberadas desde células no neuronales a través de vias especificas y no
especificas (32,39).

El ATP tiene dos papeles importantes; uno de ellos es la transduccion de energia y el

otro es como molécula de sefializacion (40). Segin Vultaggio-Pomma et al. (11), el ATP tiene
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las caracteristicas necesarias para ser un mensajero extracelular: se encuentra practicamente
ausente en el espacio extracelular (hasta 0.1 uM) (41), se almacena en grandes cantidades en
el interior de las células, es soluble en agua, se degrada rapidamente mediante nucleotidasas
extracelulares y se une especificamente a receptores membranales (32). Esta molécula puede
donar grupos fosfato para activar diversos sustratos en reacciones metabolicas, es necesaria
para la biosintesis de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y también funge como mensajero
extracelular (42).

Existe evidencia que indica que las moléculas de ATP no pueden difundirse a través
de la membrana plasmatica (46). Hasta la fecha, no se ha demostrado la existencia de algin
transportador presente en la membrana plasmatica que sea especifico para ATP, sin embargo,
se han descrito cinco familias de canales que potencialmente podrian mediar varias formas
de liberacion de ATP al medio extracelular, estos son: hemicanales de conexinas, panexina 1,
modulador de la homedstasis del calcio 1, canales anidnicos regulados por volumen (VRAC)
y maxi-canales anionicos (32,43). El ATP, mediante la activacion de receptores purinérgicos,
participa en conjunto con otras vias en la regulacion de varios procesos celulares, como la
proliferacion celular, diferenciacion y migracion, apoptosis y otros procesos que son vitales

para la supervivencia celular (30).

3.1.4 Receptores purinérgicos

Los nucleotidos de purinas o pirimidinas son moléculas de sefializacion con
receptores especificos presentes en la membrana celular, llamados receptores purinérgicos
(44). Este tipo de receptores se han visto involucrados en el desarrollo de diversas patologias,
incluyendo procesos neurodegenerativos, enfermedades inmunes, trastornos inflamatorios y
también tienen un papel significativo en la progresion y diseminacion de distintas neoplasias
(30,45).

Esta familia de receptores se clasifica en tres grupos. Los receptores purinérgicos PO,
que responden a las moléculas de adenina, P1 (A1R, A2AR, A2BR y A3R), cuyo ligando es
la adenosina; y los receptores purinérgicos P2, que son activados por nucleodtidos

extracelulares (46,47). Este trabajo de tesis se enfoco en los receptores purinérgicos P2.
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3.1.4.1 Receptores purinérgicos P2

Los receptores purinérgicos P2 se clasifican en dos subfamilias: P2X y P2Y. El primer
grupo, P2X, engloba siete tipos de receptores ionotropicos no selectivos (P2Xi.7) formados
por tres subunidades que pueden ser homotriméricas o heterotriméricas (48). Los dominios
C-terminal y N-terminal se encuentran intracelularmente, los cuales permiten la entrada de
Ca’" (regulada por el segmento N-terminal) y Na*, asi como la salida de iones de K* a través
de la membrana plasmatica, causando despolarizacion de la membrana (35).

El segundo grupo, P2Y, esta conformado por ocho receptores acoplados a proteinas
G. Dependiendo de la proteina G a la que se encuentre acoplado (Tabla 1), se activaran
distintas vias de sefializacion intracelular que dan como respuesta un cambio en la
concentracion citosdlica de segundos mensajeros como el Ca®* y el AMPc (34).

Los receptores acoplados a proteinas Gq estimulan la activacion de la fosfolipasa C,
creando un aumento en la concentracion de IP3, que moviliza Ca®" proveniente del reticulo
endoplasmico (RE) (49), aumentando su concentracion citosolica. Aquellos receptores
acoplados a proteinas Gs o Gi relacionados con la actividad de la adenilato ciclasa,
disminuyendo asi los niveles de AMPc, lo cual modifica la actividad de la proteina cinasa A

(PKA) (40).

Receptor Agonista Via de seializacion

P2X17 ATP Canal 16nico activado por ligando
P2Y1 ATP/ADP Via Gq PL-C-1P3

P2Y: ATP/ADP/UTP/UDP Via Gq PL-C-IP3

P2Y4 UTP/UDP Via Gq PL-C-1P3

P2Ys UTP/UDP Via Gq PL-C-IP3

P2Yn ATP/ADP Aumento de la AC mediada por

proteinas Gs

P2Y12 ATP/ADP Inhibicion de la AC mediada por
proteinas Gi

P2Y13 ATP/ADP Inhibicion de la AC mediada por

proteinas Gi
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P2Y14 UDP-Glucosa Inhibicion de la AC mediada por
UDP-Galactosa proteinas Gi

Tabla 1. Los nucleotidos actiian como agonistas en la sefializacion purinérgica, activando vias de sefializacion a través de canales ionicos
activados por ligando o mediante cascadas de sefializacion acopladas a proteinas G (GPCR). Tabla modificada y adaptada de: Shukla S,
Dalai P, Agrawal-Rajput R. Metabolic crosstalk: Extracellular ATP and the tumor microenvironment in cancer progression and therapy.
Cell Signal. 2024 Sep 1;121 (45).

Dentro de las células pulmonares, se ha reportado la expresion (tanto de ARNm como
de la proteina) de varios receptores purinérgicos P2 (tabla 2). Aunque numerosos subtipos
de P2X y P2Y se encuentran ampliamente expresados en las células del pulmoén distal, hasta
el momento solo se han identificado funciones fisioldgicas especificas y relevantes para

algunas isoformas del receptor P2, principalmente en los receptores P2X4, P2X7y P2Y2 (50).

Tipo celular Receptor P2 Expresion

ATII P2X4 mRNA ®, proteina ®
P2X7 mRNA ®, proteina ®
P2Y> mRNA ®, proteina ®
P2Ys mRNA ®, proteina ®

Tabla 2. Expresion de receptores P2 en células alveolares de tipo II en rata ®. (50). Tabla modificada y adaptada de: Wirsching E, Fauler
M, Fois G, Frick M. P2 purinergic signaling in the distal lung in health and disease. Int J Mol Sci. 2020; 21:1-25 (50).

En 1980, se postuld que los receptores para ATP extracelular también se encontraban
expresados en células tumorales (42), por lo que su papel en el desarrollo de esta enfermedad
ha sido de interés particular desde entonces. Existen diversas condiciones relacionadas con
el estrés o la muerte celular que pueden provocar que el ATP sea liberado al medio
extracelular, como la hipoxia, la presencia de agentes citotoxicos, la autofagia o el dafio
membranal plasmatico (42).

Dentro de la familia de los receptores idnicos, P2X7 ha sido uno de los receptores mas
estudiados por su papel en el desarrollo de las neoplasias. Este receptor destaca por su
capacidad de desencadenar diferentes respuestas, tanto fisiologicas como patologicas. Este
tipo de receptor ocupa un papel importante en la transformaciéon a un fenotipo tumoral de
diferentes tipos celulares (40). Cuando las concentraciones de ATP son altas en el rango de
micromolares, P2X7 actia como un canal idnico selectivo; en cambio, cuando se expone
prolongadamente a concentraciones cercanas al rango milimolar, este receptor transiciona a

un estado de poro no selectivo que permite la entrada de solutos hidrofilicos de hasta 900 Da
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(51). En ambos escenarios, se observa un aumento considerable en los niveles
citoplasmaticos de calcio libre (47). El receptor P2X7 esta en varias dimensiones de la
progresion tumoral, incluyendo aspectos como el crecimiento, invasion y migracion, a pesar
de su actividad citotoxica activada por las altas concentraciones de ATPe en el microambiente
tumoral (32).

Se han realizado estudios en lineas singénicas que expresan el receptor P2X7, como
el carcinoma pulmonar de Lewis (LLC)(52). Se ha evidenciado que la activacion de este
receptor favorece la invasion y migracion a través de la via de senalizacion AKT (53). Una
de las caracteristicas mas interesantes de este receptor es su capacidad para favorecer la
supervivencia y el crecimiento celular en ausencia de suero bovino fetal en ciertas lineas
celulares (51). La cascada de sefializacion activada por P2X7 abarca cambios intracelulares
en la concentracion de Ca?*, estimulacion del metabolismo mitocondrial y la activacion de
NFATcl (un factor de crecimiento clave para la division linfocitica y el crecimiento tumoral),
asi como la capacidad de regular a la baja este receptor para evitar procesos apoptoticos (47).
Los niveles altos de ATP presentes en el MAT podrian desencadenar una respuesta al estrés
mediante los receptores P2X7, lo que podria provocar la muerte celular (54,55).

Otros miembros de la subfamilia P2X, como P2X, P2X3, P2X5s, y P2Xe, también se
encuentran expresados en diversos tumores como leucemias, cancer de mama, cancer renal
y pulmonar; sin embargo, su papel en las neoplasias no esta tan bien descrito como el receptor
P2X5. Se ha reportado que el receptor P2X1 modula el metabolismo energético en la linea
celular linfoblastica Jurkat (34). La presencia de P2X3 se ha visto implicada en un pronoéstico
negativo en casos de carcinoma hepatocelular (49). Los receptores P2X4 se encuentran
sobreexpresados tanto en lineas celulares de glioblastoma multiple como en carcinomas
hepatobiliares; se considera que este receptor regula de manera indirecta la progresion
tumoral a través de la regulacion de la inflamacion y de las células inmunes presentes en el
microambiente (56). En el NSCLC, la regulacion al alza de P2X4 promueve la invasion
tumoral y metastasis, mediando la inflamacion y las células del sistema inmune (35). P2Xs,
de igual forma, se sobreexpresa en ciertos tumores hematologicos; ademads, su
sobreexpresion esta ligada a un pronostico desalentador en el cancer de colon. P2Xs se ha
relacionado con cancer renal y de mama, aunque la informacion disponible sobre el papel

que juega en estos tipos de neoplasias no es extensa (56).
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3.1.5 Calcio intracelular

Los receptores purinérgicos se caracterizan por generar un incremento en la [Ca®*];, a
través de la internalizacion de Ca?" extracelular o mediante la movilizacion de Ca**
almacenado en compartimentos intracelulares (57). Los iones de calcio funcionan como un
segundo mensajero para la comunicacion intracelular y extracelular. Las concentraciones de
calcio libre en el citoplasma se encargan de regular varios procesos fisiologicos y patologicos,
como la division celular, la contraccion muscular, la transmision sinaptica, la liberacion
hormonal y respuestas del sistema inmune (58).

De acuerdo con Pierro et al. (59) estos procesos de sefalizacion celular engloban
variaciones en los niveles citoplasmaticos que forman distintos patrones que pueden variar
en el espacio, tiempo y localizacion. Estas respuestas son reguladas por una red de canales,
bombas e intercambiadores, que, en conjunto, permiten crear una homeostasis de Ca?" que
permite llevar a cabo estos procesos (60).

La concentracion de Ca®'i suele tener valores muy bajos (~0.1 uM), mientras que la
[Ca**]e es ~1200 uM. Los cambios en la [Ca**]; son producidos por la entrada de Ca?* a través
de canales ubicados en la membrana plasmatica o mediante la_liberacion de Ca?* proveniente
de almacenes internos, mediante mecanismos de liberacion de Ca®" inducida por Ca®* o
mediante la generacion de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) tras la activacion de receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs) (figura 5) (58).

En las células, el almacén mas importante de Ca®* es el reticulo endoplasmico (RE),
siendo capaz de almacenar 100 y 800 uM Ca?" (49). El RE captura el Ca®>* presente en el
citosol a través de la bomba RE Ca?"-ATPasa (SERCA). El Ca?" es liberado del RE al espacio
citosolico mediante dos familias de receptores: los receptores de rianodina (RyRs) y los
receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). Los RyRs pueden ser activados por el Ca**
mismo, provocando una liberacion de Ca?* inducida por Ca®* (59).

La sefializacion de Ca?* finaliza con la participacion de bombas e intercambiadores,
como las Ca?*ATPasas (PMCAS), SERCAS, a través mecanismos de recaptacion
mitocondrial de Ca?" mediante canales anionicos dependientes de voltaje (VDACI), el
uniportador de Ca?" mitocondrial (UCM), calmodulina (CaM) y sus efectores, CaMK,

calcineurina y PKC, intercambiadores de Ca®" en el aparato de Golgi y en los lisosomas, los
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cuales expulsan al Ca?>" de la célula o vuelven a internalizarlo en los almacenes

correspondientes (61,62).

Serializacion de Ca** mediante receptores P2
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Figura 3. Los iones de calcio pueden ingresar al interior de la célula a través de los receptores purinérgicos P2X, los cuales se activan a
través de distintos tipos de ligando, como el ATP, provocando un aumento inmediato en la concentracion de Ca’* intracelular, en
comparacién con los receptores P2Y, los cuales liberan iones de Ca®* desde almacenes intracelulares. Creado con Biorender.com.

Las ([Ca’'].it) elevadas, como consecuencia de una mayor sobreexpresion de
receptores purinérgicos, pueden alterar mecanismos mediante los cuales las células tumorales
son capaces de evadir las defensas antitumorales y contribuyen a la desdiferenciacion celular,
induccion de la angiogénesis, aumento en la expresion de la telomerasa, un incremento en la
motilidad y contribuyen a la resistencia a los tratamientos, lo cual convierte a la maquinaria
involucrada en blancos potenciales para el desarrollo de nuevas opciones terapéuticas
(63,64).

En la linea celular de cancer de pulmén humano A549 se ha registrado que un

incremento prolongado en la ([Ca?']ct) inducido por ATPe puede ser regulado por la
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sobreexpresion de receptores P2 (65). En esta linea celular se ha descrito la expresion de
P2X3, P2X4, P2Xs, P2Xe, P2X7, P2Y2, P2Ys, P2Y 12y P2Y 14 (48). No obstante, la respuesta
bioldgica producida por un cambio en las concentraciones de Ca?" dependera de la magnitud,
la frecuencia y la localizacion celular en donde se registre este cambio (66). Se ha reportado
que la union de los ligandos ATP, UTP y UDP a los receptores P2Y2 y P2Y4 estimula la
proliferacion celular en esta linea celular (65). Los niveles mantenidos de ([Ca?*]cit) pueden
inducir la muerte celular o alterar vias tumorigénicas dependientes de calcio (58).

En el tejido pulmonar, la concentracién de Ca®"cit se encuentra relacionada con el
control de la secrecion de surfactante pulmonar y el transporte de K™ por las células alveolares
de tipo II (57). La sefial de Ca?* inducida por ATP en las células alveolares de tipo II presenta
al menos dos fases: primero se observa un pico breve e intenso, seguido de una fase de
meseta. El pico es producto de la liberacion de Ca?* desde almacenes intracelulares mediada
por inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), mientras que la fase de meseta depende de la entrada
sostenida de Ca®" a través de mecanismos que atin no han sido claramente definidos (50).

El papel del Ca*" en la regulacion de procesos como la proliferacion y la apoptosis,
los cuales representan dos procesos que se encuentran desregulados en células tumorales, nos
indica que las terapias que modulan la sefializacion de Ca*" en células tumorales podrian
representar una opcion terapéutica (58). Lo anterior, convierte la sefializacion de Ca?* en una

opcion terapéutica atractiva para el desarrollo de nuevas estrategias contra el cancer (63).

3.2 Antecedentes especificos

3.2.1 Lineas celulares derivadas de tumores pulmonares

La mayoria de los experimentos en biologia del cancer se realizan utilizando tumores
humanos o lineas celulares que se han establecido a partir de células tumorales humanas que
han sido inoculadas en ratones inmunosuprimidos o de tumores que se han inducido mediante
radiacion o carcinogenos (23). El desarrollo de lineas celulares tumorales inmortales murinas
comenzo en la década de 1950 (como se ilustra en la figura 3). Lo anterior ha permitido que
hasta la fecha se hayan desarrollado diversas lineas celulares que surgieron a partir de
tumores pulmonares espontaneos murinos, los cuales son considerados infrecuentes.

Existe el registro de mas de 200 lineas celulares de NSCLC en la actualidad (26). Se
trabaja principalmente con cuatro modelos singénicos que estan disponibles para su compra
y que son capaces de generar un tumor dentro del pulmon luego de su implantacion o a través
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de un proceso de metéstasis en modelos subcutaneos xendgrafos (20); en 1951 se establecid
la linea celular de carcinoma pulmonar de Lewis (LLC), luego en 1964 surgio la linea celular
Madison (MAD109), posteriormente en 1971 se registro6 la linea celular KLN-205, més tarde
se establecio la linea celular de carcinoma pulmonar alveogénico murino (CMT) 167 en
1976. Ademas, en 1998 se establecio una nueva linea celular de adenocarcinoma pulmonar
derivada de un tumor espontaneo en un ratobn hembra BALB/c llamada LP07 (67).

El uso de modelos subcutdneos proporciona una ventaja sobre el uso de modelos de
tumores ortotopicos, los cuales generalmente tienen una variabilidad experimental mas alta
en comparacion con los modelos subcutaneos (20). Estos modelos son una forma directa de
establecer y monitorear tumores, puesto que su tiempo de evolucion es breve y confiable,
convirtiéndolos en modelos ventajosos para poder evaluar los efectos de nuevos farmacos en
el crecimiento del tumor, su regresion o la respuesta al tratamiento, fungiendo como una
herramienta importante para marcar la pauta de diversos tratamientos (68). Asimismo,
permiten estudiar la evolucidon tumoral en la ausencia de algun tratamiento, algo que no es
posible en la practica clinica, e incluso permiten mejorar el entendimiento de la biologia del
cancer, aunque su utilidad podria recaer en su capacidad de imitar el mismo comportamiento

in vivo del tumor dentro de su hospedero (26).

Cronologia de avances en modelos preclinicos de cincer de pulmén de células no
pequeiias (NSCLC)
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Figura 4. Adaptado de: Hynds RE, Frese KK, Pearce DR, Gronroos E, Dive C, Swanton C. Progress towards non-small-cell lung cancer
models that represent clinical evolutionary trajectories. Open Biol. 2021;11(10):210086 (26). Creada en Biorender.com
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3.2.2 Linea celular LP0O7

3.2.2.1 P07

En 1998 se report6 un tumor pulmonar murino, denominado P07, que surgioé en una
hembra de ratén BALB/c de doce meses de edad. Este tumor caus6 en su hospedador algunos
de los sindromes paraneoplasicos encontrados con frecuencia en humanos, como
leucocitosis, hipercalcemia y caquexia. Se reportd que el tumor, después de ser inoculado,
crece en ratones singénicos de ambos sexos, desarrollando caquexia, metastasis pulmonar en
el 100% de los casos, con capacidad de migracion hacia los ganglios linfaticos y el higado
(69).
3.2.2.2 Histologia

Este tumor presenta un patrén distintivo caracterizado por células uniformes con
nucleos hipercromaticos, de forma redonda a ovalada y nucléolos discretos, mezclados en
una arquitectura basica compuesta por cimulos solidos y estructuras semejantes a conductos.
El tumor P07 es un adenocarcinoma pobre a moderadamente diferenciado, trasplantable
mediante inyeccion subcutanea (67).
3.2.2.3 LP07

En 2001, Urtreger y colaboradores (67) obtuvieron una nueva linea celular derivada
del tumor P07, la cual fue nombrada LPO7. Esta linea se obtuvo mediante digestion
enzimatica de fragmentos del tumor PO7. Las células viables se cultivaron en medio MEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 2 mM de L-glutamina y 80 pl/ml de

gentamicina, en una atmosfera humidificada con 5% de CO: (67).
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3.2.2.4 Caracteristicas del cultivo in vitro y morfologia

La linea celular LP0O7 crece en monocapa,
compuesta mayormente por células epiteliales
poliédricas altamente heterogéneas en tamafio y
forma citoplasmatica y nuclear. Se observan
abundantes granulos intracelulares con
localizacion perinuclear en el citoplasma. La
morfologia celular no cambia a lo largo de los
pasajes in vitro, ni tras su congelamiento con

nitrogeno y posterior descongelacion (67). Su

crecimiento in vitro requiere medio MEM

suplementado con 10% SFB. No se desprenden

Figura 5. Micrografia en campo claro que

facilmente de la superficie al momento de la
muestra la morfologia de la linea celular
LP07. Objetivo 20x. tripsinizacion, y tienden a agruparse en cumulos

al desprenderse. La viabilidad celular supera el

95% tras ser subcultivada (67).

3.2.2.5 Comportamiento in vivo

La linea celular LP07 es capaz de generar tumores subcutaneos en ratones en el 100%
de los intentos. Tras la inoculacidon subcutanea, las células se desarrollan en adenocarcinoma
pobremente diferenciado. LP07 tiene la capacidad de metastatizar en el pulmén. En los
modelos que han sido inoculados con LP07 se observa leucocitosis, hipercalcemia y una
pérdida de peso sustancial (67).

Debido a sus caracteristicas morfologicas y a su capacidad para generar tumores
subcutaneos, la linea celular LPO7 constituye un modelo preclinico de gran utilidad para el
estudio del adenocarcinoma pulmonar y sus mecanismos de progresion en biomodelos
inmunocompetentes. Se ha propuesto que este modelo celular puede ser util para el estudio
de la biologia del cancer del pulmoén y, a su vez, para la evaluacion de nuevas estrategias
terapéuticas, lo cual podria dar lugar a la generacion de conocimiento que pueda permitir

nuevos avances clinicos en el tratamiento del cancer de pulmon.
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3.2.3 ATP en el microambiente tumoral

Se ha establecido que el ATP tiene un rango de concentracion en el microambiente
tumoral de 100-500 uM (34), en comparacion con las condiciones fisioldgicas normales
extracelulares que se situan entre 0.01-0.1 uM (32). La concentracion de ATP intracelular
fisioldgica varia entre 1 y 10 uM (45). Las concentraciones de ATP en el microambiente
tumoral son consecuencia de los procesos de muerte celular, inflamacion y liberacion
continua, convirtiendo al MAT en un ambiente rico en ATP extracelular (ATPe) y adenosina
(ADO), que es el producto de la degradacion del ATP por ectonucleidasas (por ejemplo,
CD39 y CD73) presentes en el MAT (70).

El ATP presente en el medio extracelular puede regular la proliferacién, migracion,
invasion o muerte celular mediante la activacion de los receptores purinérgicos presentes en

las membranas de las células tumorales y en células sanas (35).
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4. Planteamiento del problema

El cancer de pulmén de células no pequenias (NSCLC) representa una de las
principales causas de muerte a nivel global, por lo que es necesario seguir desarrollando
nuevas opciones terapéuticas que reduzcan la mortalidad de este tipo de enfermedad. Para
lograrlo, el uso de modelos preclinicos que repliquen el comportamiento tumoral rodeado

por el microambiente tumoral es de gran utilidad.

No obstante, se desconoce si las lineas celulares cultivadas in vitro, como lo es la
linea celular LP0O7, mantienen los mismos patrones de sefializacion de calcio al ser expuestas
a las condiciones fisioldgicas del microambiente tumoral (hipoxia, acidez, hipertension
intersticial, entre otras). El microambiente tumoral tiene un impacto significativo en procesos
celulares y posiblemente en la expresion de receptores en la membrana celular. No se ha
establecido si esta dindmica de calcio se ve alterada o conservada en las células LP07 una
vez que han sido expuestas a las condiciones del microambiente tumoral en un organismo
vivo. La evidencia disponible sobre si los patrones de sefializacion de calcio inducidos por la
presencia de moléculas purinérgicas observados en un cultivo celular se conservan después

de la exposicion al microambiente tumoral es insuficiente.

Debido a lo anterior, determinar si existen diferencias entre la sefializacion de calcio
mediada por receptores purinérgicos entre ambos modelos celulares podra calificar la utilidad
de la linea LPO7 como modelo preclinico en el estudio de adenocarcinoma de pulmén. Por
lo tanto, se vuelve necesaria la existencia de un estudio comparativo que contribuya al

conocimiento y validacion de los modelos utilizados para el cancer de pulmon.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Comparar la presencia de receptores purinérgicos y la dindmica de calcio intracelular
entre la linea celular de adenocarcinoma pulmonar murino LP07 y células obtenidas de un

tumor primario inducido en un raton BALB/c.

5.2 Objetivos particulares

1. Generar un tumor primario en un ratéon inmunocompetente BALB/c a partir de la
linea celular de adenocarcinoma pulmonar LP07.

2. Comparar la presencia de receptores P2X y P2Y en células de cancer de pulmén
murino LP07 y en las células obtenidas de un tumor primario inducido en un raton BALB/c.
mediante inmunofluorescencia.

3. Evaluar y comparar los cambios en los niveles intracelulares de calcio secundarios
a la activacion de receptores purinérgicos en ambos cultivos celulares.

4. Determinar el efecto del bloqueo de receptores purinérgicos con antagonistas en la

dinamica de calcio en ambos cultivos celulares.
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7. Materiales y métodos

Ratones BALB/c

Se utilizaron dos ratones BALB/c machos de entre 2 y 4 meses de edad provenientes
del bioterio “Claude Bernard” de la BUAP. Se mantuvieron bajo las condiciones estandar

del bioterio con alimentacion e hidratacion ad libitum.

Adaptacion de la linea celular LP07

Para realizar el cultivo de la linea celular LP07, el criovial se descongeld en un bafio Maria.
El contenido celular se resuspendié en medio minimo esencial (MEM), suplementado con
10% de SBF y 2X de penicilina/estreptomicina. La suspension se centrifugd y el
sobrenadante se desech6 y el sedimento se disolvié con medio fresco suplementado y se

colocd en un frasco T-25. El cultivo se mantuvo en condiciones estandar.

Formacion del tumor primario

Los ratones fueron inoculados en el flanco izquierdo con 2.5x10° células LP07 en 0.2
ml de medio MEM. Ambos biomodelos receptores se monitorearon a lo largo de tres
semanas. Se registraron las medidas de los didmetros perpendiculares mas grandes y se

calculo el volumen del tumor que sea observable mediante la férmula: volumen del tumor
(mm’): Lx W?x %, en donde L y W representan la longitud y ancho del tumor en mm. Los

voliimenes de los tumores se registraron en los dias 15, 18 y 21. Se realiz6 el sacrificio de
los ratones mediante dislocacion cervical en el dia 21; se obtuvieron los tumores y los 6rganos
(bazo, pulmon, higado y cerebro) fueron lavados para eliminar restos de sangre y otros tejidos
y se preservaron en PFA al 4% diluido en PBS a 4°C para su posterior andlisis histopatologico

e inmunofluorescencia.

Reseccion del tumor y cultivo primario

El tumor primario se disec6 del flanco izquierdo circundante y luego fue desintegrado
mecanicamente con un bisturi y los fragmentos del tumor se filtraron a través de un filtro de
malla de 100pum (Starsted). El producto filtrado se mantuvo en medio minimo esencial
(MEM) (Gibco, 11095080) suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) y 3X
penicilina/estreptomicina en una placa para cultivo de seis pozos. El cultivo fue monitoreado
diariamente, los lavados y el cambio de medio seran a demanda. Cuando el cultivo alcanzo
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el 80% de confluencia, las células se tripsinizaron y se sembraron en un frasco T-25 para

mantener el cultivo.

Mantenimiento de las lineas celulares

Las células LP07 y las células obtenidas a partir del tumor generado por la inoculacion
subcutanea de células LP07 se denominaron LP07-T, fueron cultivadas en medio MEM
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) y 1X de penicilina/estreptomicina.
Ambos cultivos se mantuvieron en frascos T25 en una atmosfera humidificada con 5 % de
CO2 a 37°C. Ambas lineas celulares seran subcultivadas al alcanzar el 85 % de confluencia.

Los experimentos se realizaron en solucion extracelular (expresada en mM), con la
siguiente composicion: NaCl, 144; KCIl, 54; MgCh, 1; CaClz, 2.0; &4cido N-2-
hydroxietilpiperazina-N"-2-etanosulfonico (HEPES), 5; D-glucosa, con un pH ajustado a 7.4
con NaOH 1M.

Medicion de la serializacion de calcio intracelular

Para evaluar los cambios en los niveles de calcio intracelular, se realizd el analisis
fluorométrico en las células LPO7 y LPO7-T. Ambos tipos celulares se incubaron con el
indicador fluorescente Fluo-4FF AM (Invitrogen, Carlsbad, California, EE. UU.) en solucion
extracelular durante 60 minutos a 37°C. Después de la incubacion, se lavaron con solucién
extracelular para eliminar el exceso de Fluo-4 AM Ester y se mantuvieron en la solucién
previamente mencionada durante 20 minutos para permitir la hidrolisis del éster. La
fluorescencia se midi®6 mediante un microscopio Nikon Eclipse Ti-U (Nikon, Japon),
acoplado a un sistema C2+ (Nikon, Japon). La excitacion del fluoroforo se realizd a 488 nm
y la emision se registré a 516 nm. Las imagenes fueron adquiridas a intervalos de dos
segundos durante cinco minutos utilizando el software NIS-Elements (Nikon, Japon).

Para evaluar la respuesta de los receptores purinérgicos, se afiadié ATP (551.14 g/mol)
(100uM) o UTP (586.12 g/mol) (100uM) a los 30 segundos de iniciar la medicion mediante
microinyeccion. Los cambios en la intensidad de fluorescencia se analizaron seleccionando
un area de interés (ROI, en inglés). Los datos de fluorescencia promedio correspondientes a
cada célula se analizaron utilizando el software ImageJ (Schneider, C. A., Rasband, W. S., &
Eliceiri, K. W., 2012), normalizando los cambios en los valores de intensidad de

fluorescencia (AF) con respecto a los niveles basales de la fluorescencia durante los primeros
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30 segundos del registro (FO) a lo largo del tiempo. Se calcul6 el area bajo la curva de la
respuesta mediante el software GraphPad Prism 10. El area obtenida representa la respuesta
de las células al estimulo que provoca el agonista, o la respuesta del agonista en presencia
del antagonista, durante un tiempo especifico.

Los parametros que se registraron dentro de los experimentos de dinamica de calcio

intracelular en los distintos protocolos fueron:

Fluorescencia basal: representa la media de los valores de fluorescencia previos a la
aplicacion del agonista, calculada dentro del intervalo que abarca desde el momento O hasta

la aplicacion del agonista (aproximadamente 30 segundos después de iniciar el experimento)

Amplitud: diferencia entre el valor maximo de fluorescencia después de la aplicacion

del agonista y el valor previo a la estimulacion.

Area bajo la curva: representa el area que se encuentra por debajo de una funcion
que se ha graficado, en este trabajo, representa la intensidad de fluorescencia obtenida desde
la aplicacion del agonista hasta los 300 segundos de iniciado el experimento. Se obtuvo

calculando la integral de la funcion.

Inmunofluorescencia

Los cubreobjetos que contenian las células de ambas poblaciones se lavaron con PBS

y se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4 %. El bloqueo inespecifico se realizéo con DPBS
con 0.3 % de Triton X-100 disuelto en albimina de suero bovino (BSA) al 2 % durante 30
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las células fueron expuestas a anticuerpos
primarios especificos: (i) receptor anti-P2X4 [1:50], (i1) receptor anti-P2X7 [1:100] y (iii1)
receptor anti-P2Y?2 [1:100] diluidos en BSA al 1 % durante la noche a 4°C. A la mafiana
siguiente, las muestras se incubaron durante 2 h en oscuridad a temperatura ambiente con un
coctel que contenia el anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor 488. Finalmente, se
realizo la tincioén de los nicleos con DAPI (Abcam Limited, Cambridge, UK, ab104139) y
el citoesqueleto con Faloidina-iFluor 647 (Abcam Limited, Cambridge, UK, ab176759). Los
cubreobjetos se montaron sobre un portaobjetos y se sellaron, almacenandose en una caja
opaca a 4° C hasta su analisis con microscopia confocal. Anticuerpos primarios utilizados:
P2X4 (Invitrogen, Carlsbad, California, USA, ab2736294, conejo, policlonal), P2X7
(Invitrogen, ab2736300, conejo, policlonal), P2Y2 (Invitrogen, ab2547587, conejo,
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policlonal). Anticuerpo secundario utilizado: Cabra anti-conejo AF-488 (Abcam Limited,

ab150077).

Analisis de datos

Para obtener los niveles de intensidad de fluorescencia y elaborar las graficas, se
emplearon los programas ImageJ (Schneider, C. A., Rasband, W. S., & Eliceiri, K. W., 2012)
y Prism 10 (GraphPad Software, Boston, Massachusetts EE. UU.).

Para observar las diferencias entre los grupos experimentales, se normalizaron los
resultados de intensidad de fluorescencia con la féormula F/FO, donde F es el valor de la
fluorescencia y FO equivale al valor de fluorescencia en condiciones basales, previo a la

aplicacion del agonista.

Las pruebas estadisticas seran realizadas en el software GraphPad Prism 10. La

normalidad de los datos se evalué mediante la prueba de Shapiro-Wilk.

En funcion del resultado, se selecciond el método de comparacion entre los grupos
experimentales. Si los datos mostraron una distribucion paramétrica (normal), se aplicd una
prueba ¢ de Student para muestras independientes. Si los datos no cumplen con la suposicion
de normalidad (datos no paramétricos), se usé la prueba U de Mann-Whitney. Los valores de

p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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7. Resultados

Desarrollo y obtencion de tumores singénicos murinos

Con el objetivo de evaluar la capacidad tumorigénica de la linea de adenocarcinoma
pulmonar murino LP07, se realizé la inoculacion en ratones BALB/c. Tras la inoculacion s.c.
en el flanco izquierdo, se monitored el desarrollo tumoral a partir del dia 11, cada 3 dias hasta
el dia 17, obteniendo los didmetros visibles de los tumores con ayuda de un vernier caliper.

Como se muestra en la Figura 6", el volumen tumoral se triplico entre el dia 14 y el
dia 17, mostrando una alta tasa proliferativa. El ensayo concluyo6 el dia 22, procediendo con
la eutanasia y la obtencion de los tumores en ambos ratones. Tras la reseccidon se obtuvieron
dos tumores solidos, con consistencia firme y con vascularizacion superficial visible (Figura
6B). Los tumores extraidos tuvieron una medida de: 19.35 x 9.13 mm y 15.02 x 11.02 mm,
con un peso de: 1.34 gy 1.653 g, respectivamente.

Posterior al registro morfométrico, las muestras fueron procesadas segin su analisis
subsecuente: uno de los tumores fue tratado mediante disgregacidon mecénica para el
establecimiento de un cultivo primario, mientras que el segundo tumor obtenido fue
sumergido en DBPS para su posterior procesamiento histologico (resultados descritos

posteriormente).
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Figura 6. Progresion del volumen tumoral in vivo tras la inoculacién en ratones BALB/c y morfologia
macroscopica. A) Curva de progresion del volumen tumoral (mm?®) a lo largo de 17 dias posteriores a la
inoculacion s.c. Los datos representan la media. N = 2. B) Imagen representativa ex vivo del tumor soélido
obtenido en el dia 22.
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Presencia de receptores P2X y P2Y en células de cancer de pulmon murino LP07 y LPO7-T

Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia indirecta para determinar la presencia
de los receptores purinérgicos de la familia P2, como P2X4, P2X7 y P2Y2. Las imagenes
obtenidas mediante microscopia confocal confirman la presencia de cada uno de los
receptores ya mencionados. El receptor P2X4 se muestra en el nucleo, en la zona perinuclear
y distribuido ampliamente en el citoplasma tanto en LP07 (Figura 7) como en LP07-T
(Figura 10). El receptor P2X7 muestra una sefial intensa en la zona nuclear y en el citoplasma
en LPO7 (Figura 8), mientras que en las células LPO7-T (Figura 11) se observa un marcaje
mas intenso en las zonas perinucleares junto a una sefial presente en el citoplasma. La
presencia de P2Y2 en LP0O7 (Figura 9) es observable de manera intensa en el nucleo de cada
célula y también se encuentra presente en el citoplasma, de igual forma en LPO7-T (Figura

12), este receptor se encuentra muy marcado en el nucleo y en el citoplasma.

Figura 7. Distribucion de la presencia del receptor P2X, en la linea LP07. A) Expresion de P2X,
(verde) muestra sefial citoplasmatica con una marcada presencia en la periferia nuclear y en el
citoplasma. B) Imagen compuesta (merge): Faloidina (rojo) y los nucleos se muestran tefiidos con
DAPI (azul). Las flechas blancas son representativas de la presencia de P2X4. Barra de escala= 20
uM.
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Figura 8. Distribucion celular del receptor P2X; en células LP07. A) Se observa un marcaje
homogéneo de P2X7 en el citoplasma e intenso en el compartimento nuclear; se evidencia presencia
difusa en el citoplasma y en la membrana plasmatica. B) Imagen compuesta (merge):
Inmunofluorescencia representativa de la expresion de P2X7 (verde), actina (rojo, faloidina) y
nucleos (azul, DAPI). Las flechas blancas son representativas de la presencia de P2X7. Barra de
escala= 20 uM.

Figura 9. Inmunolocalizacion del receptor P2Y; en LP07 en la linea celular LP07. A) El marcaje
para P2Y?2 (verde) revela presencia en el nicleo y un patrén de distribucion citoplasmatico difuso.
Las flechas blancas son representativas e indican regiones con presencia de sefial citoplasmatica y
nuclear. B) Imagen compuesta (merge): Inmunofluorescencia representativa de la expresion de P2Y2
(verde), actina (rojo, faloidina) y nucleos (azul, DAPI). Las flechas blancas son representativas de la
presencia de P2Y2. Barra de escala= 20 uM.
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Figura 10. Expresion del receptor P2X, en células LP07-T. A) Se observa un marcaje débil y difuso
para P2X4 (verde) en citoplasma, membrana, nuclear y perinuclearmente en células LPO7-T. B)
Imagen compuesta (merge): Inmunofluorescencia representativa de la expresion de P2X4 (verde),
actina (rojo, faloidina) y nucleos (azul, DAPI). Las flechas blancas son representativas de la presencia
de P2X,. Barra de escala=20 uM.

Figura 11. Inmunofluorescencia mostrando la presencia y distribucion del receptor P2X; en
células LP07-T. A) Se observa la presencia de P2X; (verde) en el citoplasma y perinuclearmente.
Existe una sefial difusa y débil en el ntcleo. B) Imagen compuesta (merge): Expresion de P2X;
(verde), actina (rojo, faloidina) y ntcleos (azul, DAPI). Las flechas blancas son representativas de la
presencia de P2X5. Barra de escala= 20 uM.
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Figura 12. Inmunofluorescencia mostrando la presencia y distribucion del receptor P2Y; en
células LP07-T. A) Se observa la sefial del anticuerpo para P2Y: en los nacleos celulares y sefial
difusa a lo largo del citoplasma. B) Imagen compuesta (merge): Expresion de P2Y, (verde), actina
(rojo, faloidina) y nucleos (azul, DAPI). Las flechas blancas son representativas de la presencia de
P2Y,. Barra de escala=20 uM.

Dinamica de calcio en las células LP07 y células derivadas del tumor primario ante la
presencia de agonistas purinérgicos

Para evaluar la funcionalidad de los receptores purinérgicos en ambas lineas celulares,
se realizaron experimentos de dindmica de calcio donde se administr6 el agonista (ATP o
UTP) y se midieron los cambios en la fluorescencia (pico maximo de fluorescencia y area
bajo la curva).

En la figura 13 se muestran los valores de area bajo la curva (ABC) obtenidos tras la
estimulacion con ATP 100 uM (Figura 13 A) (LP07: 97.80 = 23.78 vs LP0O7-T: 126.1 £
38.01) y UTP 100 uM (Figura 13 B) (LP07: 147.2 £ 14.57 vs LP0O7-T: 120.6 £ 28.79) en las
células LP07 y LP0O7-T. No se encontraron diferencias significativas en los valores obtenidos
para el area bajo la curva (ABC) tras la estimulacion con los agonistas seleccionados entre
ambos modelos experimentales. De igual forma, en los valores de fluorescencia méaxima
tampoco se observan diferencias estadisticamente significativas entre ambos modelos y tras
utilizar ATP 100 uM (Figura 13 C) (LP07: 1.457 £ 0.3393 vs LPO7-T: 1.720 £ 0.3832) y
UTP 100 pM (Figura 13 D) (LP07: 1.876 £ 0.1634 vs LP0O7-T: 1.848 + 0.2426).
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Figura 13. Area bajo la curva y fluorescencia maxima de la seiial de Ca?" intracelular tras la
adicion de agonistas purinérgicos en ambos modelos experimentales. Experimentos que muestran
el area bajo la curva y los niveles de fluorescencia méxima al afiadir agonistas purinérgicos (ATP o
UTP) (100 uM) en las lineas celulares LP07 y LP07-T. La comparacion entre grupos se realizo
mediante la prueba U de Mann-Whitney (n=3 por grupo experimental). Arriba de cada barra la media
* error estindar de la media (SEM). Diferencia significativa * = p<0.05, ns = resultados no

significativos, unidades arbitrarias (UA).
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Figura 14. Efectos del ATP en la sefial de calcio intracelular. Registros de la sefial de Ca** a lo
largo del tiempo (300 s) provocada por ATP (100 uM) (Imagen Ay B) y UTP (100 uM) (Imagen C
y D) en presencia de Ca*" extracelular en células LP07 y LPO7-T. Los registros fueron normalizados
mediante AF/FO. Las flechas representan la adicion del agonista purinérgico mediante

microinyeccion.

En la Figura 14 se muestran los trazos representativos de la sefial de Fluo-4 que
representan los transientes de Ca®* registrados en células LP07 (Imagen 14 A) y LP07-T
(Imagen 14 B) en respuesta a la aplicacion del agonista ATP (100 uM) en presencia de Ca”*
en el medio extracelular. Estos datos nos muestran los patrones de Ca’* generados por la
presencia del agonista, generando un pico y una fase de declive lento de la respuesta a lo

largo del tiempo.
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Efecto del bloqueo de receptores purinérgicos con un antagonista no especifico en la

dinamica de calcio en la linea LPO7 y LP0O7-T

Se realiz6 la evaluacion del antagonista no especifico suramina sodica (S2671, Sigma)
en presencia de ATP (100 uM) en ambos modelos celulares. En la Figura 15 se muestran los
resultados de area bajo la curva obtenidos tras analizar los registros de la sefial de Ca**
causada por la estimulacion con ATP (100 uM) tras ser incubadas las células con suramina
(100 uM). En la Figura 15 A, se muestra la comparacion entre LP07 (95.1193 £ 8.9942) y
LP07 tratada con suramina (41.1760 +  51.5862), sin presentar una diferencia
estadisticamente significativa en el ABC, de igual forma, la comparacién entre LPO7-T
(184.793 + 26.6372) y LP07 + Suramina (66.3786 = 10.4635) no arrojo una diferencia
estadisticamente significativa entre ambos grupos (Figura 15 B).

En los resultados obtenidos para la fluorescencia maxima, como se muestra en la
(Figura 15 C y D) tampoco se observa una diferencia significativa entre el grupo LP07
estimulado con ATP (100 uM) (1.51 £ 0.07) y el grupo LPO7 incubado con suramina (100
uM) previo a la estimulacién con ATP (100 uM) (0.42 £ 0.33), al analizar los datos obtenidos
para LPO7-T, no se obtuvo una significativa entre el grupo LPO7-T estimulado con ATP (100
uM) (3.19 + 0.16) (Figura 15 C) y el grupo LPO7-T incubado con suramina (100 uM) previo
a la estimulacién con ATP (100 uM) (0.98 + 0.21) (Figura 15 D).
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al aiiadir ATP tras la incubacion con suramina. Para poder comparar los transientes de calcio

intracelulares, los registros se normalizaron mediante AF/FO. La comparacion entre grupos se realizo

mediante la prueba U de Mann-Whitney (n=3 por grupo experimental). Las barras representan la

media + error estandar de la media (SEM). Diferencia significativa * = p<0.05, ns = resultados no

significativos, unidades arbitrarias (UA).
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Registros de la sefial de calcio tras la incubacion con un antagonista no especifico

En la Figura 16 se muestran los trazos representativos de la sefial de Fluo-4 que
representan los transientes de Ca®* registrados en células LP07 (Imagen 16 A) y LP07-T
(Imagen 16 B) en respuesta a la aplicacion del agonista ATP (100 uM) en presencia de Ca®*
en el medio extracelular tras la incubacion durante 30 minutos previamente con suramina.
Las graficas obtenidas nos muestran los patrones de Ca?" generados por la presencia del

agonista, generando un pico y una fase de declive lento de la respuesta a lo largo del tiempo

(300 s).
A B
5- Célula 1 . — Célula 1
ATP (100 uM) Célula 2 ATP (100 uM) Célula 2
Célula 3 ] Célula 3
Célula 4 Célula 4
E Célula 5 E p Célula 5
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Figura 16. Efectos del ATP en la sefial de calcio intracelular tras el bloqueo con suramina.
Registros de la sefial de Ca*" a lo largo del tiempo (300 s) provocada por ATP (100 uM) en presencia
de Ca*" extracelular en células LPO7 (Figura A) y LPO7-T (Figura B) tras la incubacion con suramina
(100 uM). Los registros fueron normalizados mediante la fluorescencia basal. Las flechas representan

la adicion del agonista purinérgico mediante microinyeccion.
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8. Discusion

El cancer de pulmon es el tipo de neoplasia con mayor prevalencia a nivel mundial,
con mas de 2 millones de casos y cerca de 1.8 millones de muertes relacionadas a este tipo
de cancer anualmente (48). Los pacientes con cancer de pulmoén son diagnosticados con esta
enfermedad en estadios avanzados (cerca del 70%), contando solo con una tasa de
supervivencia a cinco afios menor al 5% (71) .

Desde que los primeros reportes sobre lesiones proliferativas en tejido pulmonar
fueron publicados, los factores de riesgo comenzaron a ser identificados; hoy en dia, el
principal factor de riesgo para desarrollar cancer de pulmoén continua siendo el humo de
nicotina (72).

El microambiente tumoral incluye moléculas de sefalizacion solubles como el ATP
que modelan el fenotipo canceroso. Las caracteristicas del MAT, como la hipoxia, promueven
la acumulacion de ATPe, en rangos de cientos de uM, provocando la activacion de receptores
purinérgicos de la familia P2 (73). La familia de receptores P2 se divide en dos subfamilias:
P2X y P2Y (71).

Los receptores P2X y P2Y responden al ATP y a otros nucledtidos presentes de
manera extracelular, asi como a pirimidinas como el UTP (73). Estos receptores
pertenecientes a la familia de receptores purinérgicos se encuentran presentes en tejidos
pulmonares, sobre todo en los alvéolos, donde su expresion se encuentra desregulada en
procesos patologicos (48).

Dentro del tejido pulmonar alveolar, ambas subfamilias de receptores se encuentran
presentes, las células epiteliales de las vias respiratorias muestran una alta expresion de P2Y>
y una moderada expresion de P2Y1, P2Y1, P2X4 y P2X7 (74). La activacion de estos
receptores provoca un aumento en la concentracion intracelular de calcio (35). El cancer es
caracterizado por defectos en los mecanismos encargados de regular la proliferacion celular
y la migracion, procesos en los que los iones de calcio poseen un papel central, actuando
como agentes de sefializacidon manteniendo una localizacién espacial, una magnitud y
temporalidad, fungiendo, asi como determinantes del destino de la célula (60).

Este trabajo muestra los transientes de calcio generados por la estimulacion de
receptores purinérgicos con ATP, UTP y suramina en la linea celular LP07, asi como la

conservacion de esta respuesta en un modelo celular derivado de tejido tumoral. A
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continuacion, se discuten los hallazgos relativos al establecimiento del cultivo y la
conservacion de su respuesta fisioldgica.

Como primer resultado, se logr6 establecer el modelo celular LPO7-T a partir de la
inoculacion de células LPO7 en el biomodelo utilizado. La obtencion de cultivos primarios
representa un desafio técnico considerable debido a la posibilidad de contaminacion del
cultivo o a errores durante la realizacion del cultivo primario. El éxito en la obtencion y
estabilizacion de este modelo celular es un resultado del protocolo utilizado, el cual
corresponde con la obtencion de modelos celulares derivados de un tumor a partir de la
inoculacion de células tumorales como lo reportado por De Marchi y colaboradores en 2019
(75).

Respecto a la sefializacion de calcio, el hallazgo mas relevante en este trabajo es la
comparacion de la dindmica de calcio intracelular entre las lineas celulares utilizadas. Para
caracterizar detalladamente la dindmica de calcio, se evaluaron dos parametros: la amplitud
maxima de la respuesta (fluorescencia maxima) y el area bajo la curva (ABC).

Cuando se estimularon ambas lineas celulares con agonistas purinérgicos (ATP y
UTP) (Figura 13), se observo que no existen diferencias estadisticamente significativas en
los niveles de fluorescencia maxima entre ambas lineas celulares, lo cual sugiere que la
funcionalidad de los receptores purinérgicos y la liberacion de Ca** proveniente de los
depositos internos; el reticulo endopldsmico permanece inalterado tras el mantenimiento del
cultivo in vivo. Lo anterior sugiere que la capacidad de respuesta de las células en ambas
lineas celulares ante estimulos extracelulares, como lo es la estimulacion con ATP y UTP es
un rasgo fenotipico estable.

La liberacion de Ca?* proveniente del RE mediante la activacion de los receptores IP3
o RyR como consecuencia de la estimulacion de receptores acoplados a proteinas Gq (como
P2Y2) provoca un aumento en la [Ca?"] que puede controlar algunas funciones celulares
como la proliferacion o la muerte celular (76). El tipo de patrén observado durante el
incremento en las concentraciones de ([Ca?']cit) (Figura 14) al estimular los receptores
purinérgicos con los agonistas descritos previamente en ambas lineas celulares concuerda
con las oscilaciones de Ca®* que controlan eventos decisivos para las células descritos en la
literatura, otorgando ventajas en el contexto de la carcinogénesis; un ejemplo de esto es un
aumento en la expresion de los canales ORAII (implicados en un aumento en los niveles de

proliferacion) en algunas lineas celulares de cancer colorrectal (77), resultando en una ventaja
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competitiva para el destino de las células tumorales la prevalencia de estos receptores que
provocan un aumento sostenido en ([Ca®*]cit) proveniente del RE mediante receptores IP3.
Otro estudio (78) demuestra que los receptores IP3 pueden regular la amplitud de los
transientes de ([Ca®']cit) en células HeLa tras la estimulacion con ATP. Zaho y Sheng (79)
seflalan que la alteracion en el transporte de Ca®" entre el RE y la mitocondria tiene un
impacto sobre el progreso de la neoplasia, por lo que resulta fundamental para las células
tumorales resguardar la capacidad de liberacion de Ca?* por parte del RE.

Por otro lado, la ausencia de diferencias significativas en el area bajo la curva muestra
que los mecanismos de regulacion homeostatica operan con la misma eficiencia en ambas
lineas. El mantenimiento del area bajo la curva entre ambas lineas celulares sugiere que los
mecanismos de aclaramiento citosolico de Ca?*, los cuales son vitales para evitar toxicidad
por niveles altos de este ion, se mantienen totalmente funcionales, aunque posiblemente
presenten una capacidad reducida, dado que las células cancerosas poseen una menor
capacidad para recapturar el calcio en los almacenes correspondientes, segun lo sefialado por
Bong y Monteith (80), esto al observar que al aplicar electroporacion de calcio en el lugar
del tumor, las células mantienen niveles sostenidos de ([Ca®*]cit) en comparacion con tejido
sano. De acuerdo con lo anteriormente sefialado, la linea LPO7-T no ha modificado sus
mecanismos de regulacion de Ca®* para adaptarse a las condiciones de estrés a las que fue
expuesta en el microambiente tumoral. Estos resultados sugieren que la sefalizacion de calcio
se conserva en la linea LPO7-T.

Lo anterior sugiere que el proceso de adaptacion de la linea celular LPO7-T a las
condiciones de cultivo in vitro no alterd la expresion funcional de los receptores purinérgicos
revisados en este trabajo, reforzando la idea de que el aumento en los niveles de [Ca®"]; tras
la estimulacion con ATP se debe a la presencia de receptores P2, como lo reportado en la
linea A549 (65).

La conservacion de esta respuesta sugiere que la sefializacion de Ca** mediada por
estos receptores otorga una ventaja selectiva para la supervivencia y mantenimiento en ambas
lineas celulares, un fendmeno que evita que su expresion disminuya durante el crecimiento
in vitro. Se ha documentado en diversas lineas celulares establecidas a partir de tumores
primarios que estas conservan la expresion funcional de receptores clave para su
supervivencia. Por ejemplo, en 2006, Helfrich et al. (81) obtuvieron resultados similares al
inhibir el receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en varias lineas tumorales,
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entre ellas A549, y en xenoinjertos tumorales, resaltando la conservacién de EGFR in vitro e
in vivo, resaltando que las células tumorales mantendran la funcionalidad y expresion de los
receptores que son utiles para su proliferacion y mantenimiento.

Al estimular ambas lineas celulares con UTP (Figura 13 B y D) se observo un
aumento en los niveles de calcio intracelular siendo este nucleétido el principal agonista de
P2Y2, provocando la liberacion de Ca®* proveniente del reticulo sarcoplasmico a través de la
via PLC/IP3 (73). El resultado es un pico instantdneo en los niveles intracelulares de calcio
proveniente de almacenes internos, seguido de un influjo de calcio proveniente del espacio
extracelular, provocando una segunda fase mas sostenida de la sefializacion de acuerdo con
lo descrito por Charlton y Vauquelin (82). La respuesta intracelular de Ca®" ante la presencia
de UTP fue muy similar a la producida por la estimulacién con ATP, como lo reportado por
Henningsen et al. (2022) en células de céncer de mama, siendo un patrén provocado
predominantemente por receptores P2Y2 y P2Y4 en dichas células (83). Se ha reportado
anteriormente que la estimulacion a corto plazo de los receptores P2Y2, los cuales son
activados por UTP, puede inducir la movilizacién de iones de calcio en lineas celulares de
cancer de colon (84).

Posteriormente, el analisis mediante inmunofluorescencia indirecta confirmo la
expresion constitutiva de los receptores purinérgicos P2X4, P2X7 y P2Y2 en ambas lineas
celulares. La presencia de estos subtipos especificos apoya la idea de que las respuestas
observadas son mediadas por la presencia de los subtipos purinérgicos mencionados
presentes en la membrana de ambas lineas celulares. La presencia membranal de estos
receptores en ambas lineas celulares, principalmente de P2X7 y P2Y2 resulta crucial en el
desarrollo del cancer de pulmoén (81). Una de las caracteristicas de la presencia de P2X7 es
su capacidad de promover el crecimiento y al mismo tiempo promover la capacidad de
invasion de acuerdo con resultados in vitro expuestos por Adinolfi et al. (55), mientras que
P2Y2 pueden regular la progresion de la enfermedad (84). La presencia de estos marcadores
y su conservacion tras el paso in vivo de las células LPO7-T remarca la idea de la participacion
de los receptores purinérgicos como un componente integral del fenotipo canceroso de ambos
modelos y no un resultado de la presion selectiva al exponerse a las condiciones del cultivo
celular.

Adicionalmente, el analisis de inmunofluorescencia en ambos modelos celulares

mostré un marcaje tenue para P2X4, en comparacion con los demés receptores, con un patron
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de tincion mixto que incluye estructuras punteadas presentes en el citoplasma. Dicho patron
es consistente con lo reportado en la literatura en donde se describe que el receptor P2X4 se
encuentra mayoritariamente en endosomas tardios, y lisosomas, presentando una menor
densidad en la membrana plasmatica (85).

Para confirmar la naturaleza purinérgica de las oscilaciones de calcio, se utilizo
suramina, el cual es un antagonista de amplio espectro de los receptores P2. El analisis
posterior de la fluorescencia maxima reveld que no existe una inhibicion estadisticamente
significativa de la respuesta en ambas lineas celulares tras el tratamiento (Figura 15 C, D)
con dicho antagonista, sin embargo, se puede observar una disminucion clara en la respuesta,
apoyando la idea de que la movilizacion de calcio depende de la activacion de receptores
presentes en la superficie membranal y no de fendmenos inespecificos.

No obstante, es notable que el bloqueo no fue total, observandose actividad de calcio
en presencia del antagonista. Lo anterior concuerda con lo publicado por North (86); a
diferencia de los subtipos P2Y2 y P2X7, los cuales son sensibles a la suramina, el receptor
P2X4se caracteriza por su relativa insensibilidad a este antagonista.

Por lo tanto, se sugiere que la reduccion del pico de fluorescencia maxima
corresponde al bloqueo de la poblacion de receptores sensibles (P2X7/P2Y?2) (87), mientras
que la actividad presentada podria atribuirse a la entrada de Ca?" por parte de P2Xa.
Adicionalmente, el hecho de que el area bajo la curva no mostrara una reduccion
estadisticamente significativa (Figura 15 A, B) podria reflejar esta contribucion sostenida de
los receptores insensibles, o bien indicar variabilidad en los mecanismos de aclaramiento de
Ca®* bajo condiciones de bloqueo parcial.

En conjunto, la integraciéon de los hallazgos expuestos permite dar respuesta al
objetivo central de este trabajo. Los resultados indican que el paso por un hospedero
inmunocompetente no altera el fenotipo purinérgico de las células de adenocarcinoma
pulmonar LP07. Esto sugiere que los receptores involucrados en la sefializacion purinérgica
son preservados activamente incluso bajo la presion selectiva del microambiente tumoral in

vivo (88).
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9. Conclusiones

1. Se logré generar exitosamente tumores primarios en ratones inmunocompetentes
BALB/c y establecer la linea celular derivada (LP07-T).

2. El andlisis de inmunofluorescencia confirmé la expresion constitutiva y conservada
de los receptores purinérgicos P2X4, P2X7 y P2Y2 en ambas lineas celulares.

3. La estimulacion con agonistas purinérgicos (ATP y UTP) produjo un aumento en los
niveles intracelulares de Ca?>" en ambos modelos. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la amplitud méxima ni en el area bajo la curva entre
la linea parenteral y la derivada del tumor, evidenciando una conservacion funcional
de la maquinaria purinérgica de sefializacion de calcio en la linea LPO7-T.

4. El bloqueo con suramina inhibid significativamente el pico de fluorescencia maximo
en ambas lineas, confirmando la participacion de los receptores purinérgicos en esta
respuesta.

5. Los hallazgos de este estudio demuestran que el paso de las células de
adenocarcinoma LP07 por un microambiente tumoral in vivo y su exposicion a la

presion selectiva del sistema inmunoldgico murino no alteran el fenotipo purinérgico.
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10. Perspectivas

1. Cuantificar mediante técnicas de biologia molecular (Western Blot) la expresion
membranal de P2X4, P2X7y P2Y2 en la linea celular LPO7-T.

2. Comparar la expresion de los receptores purinérgicos P2X4, P2X7 y P2Y2 mediante
Western Blot entre la linea celular LPO7-T y un cultivo primario de neumocitos
provenientes de un raton inmunocompetente BALB/c

3. Evaluar la participacion individual de los receptores P2X7, P2X4 y P2Y2 en la
dinamica de calcio intracelular en la linea LPO7-T.

4. Caracterizar las subpoblaciones celulares dentro de la linea celular LPO7-T.
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