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. RESUMEN

El cancer es un conjunto de enfermedades que se caracterizan por presentar una
desregulacion en la division celular, debido a la presencia de mutaciones, que, por un lado,
favorecen la capacidad proliferativa, y por otro lado, reducen la capacidad apoptdtica. El
cancer de pulmon, es uno de los tipos de cancer con mayor tasa de incidencia y mortalidad
a nivel mundial y nacional. Desde el punto de vista celular, se presenta cancer de pulmon
de células pequefias y de células no pequefas, siendo este ultimo el mas comun,
representando hasta el 85% del total de casos de cancer de pulmén. Un porcentaje
importante de pacientes mueren en los primeros 5 afos, después de haber sido
diagnosticados con cancer de pulmén, ya que, al ser una enfermedad con inicios
asintomaticos, cuando es diagnosticada, el cancer ya esta en estado avanzado, incluso con
metastasis. Una vez que se presenta la metastasis, el prondstico y calidad de vida del
paciente no es favorable. Por lo que numerosos grupos de investigacion se han abocado a
estudiar que sefiales o factores presentes en el microambiente tumoral, favorecen el
desarrollo y progresion del cancer, con el fin de identificar y proponer blancos
farmacologicos, que puedan ser utilizados, para reducir al menos parcialmente, el
crecimiento del tumor y la posibilidad de que las células cancerosas hagan metastasis,
dando con esto, una mayor ventana de tiempo, para que las estrategias terapéuticas para
su tratamiento, tales como cirugia, radio, quimio e inmunoterapia, puedan tener mejores

resultados.

Recientemente, ha llamado poderosamente la atencion la presencia de receptores
purinérgicos en las células tumorales, especificamente de la familia P,, sin conocerse a
detalle la relevancia funcional que pudieran llegar a tener. Por lo que el propdsito del
presente trabajo de tesis fue investigar si la activacion de receptores P, (P-X y P.Y) por ATP
extracelular (ATPe), es capaz de incidir sobre la capacidad proliferativa y migratoria en las
células A549, provenientes de cancer de pulmén de células no pequenas. Los resultados
obtenidos muestran que las células A549 expresan de manera diferencial el ARNm que
codifica para diferentes receptores P.X y P.Y. La presencia de 100 uM de ATPe induce un
incremento en la densidad celular, obedeciendo este efecto, por un lado, a una reduccion
en la expresion de los marcadores moleculares relacionados con la tasa apoptética de las

células A549 (clAP2), y por otro lado, a un aumento en la expresion de las ciclinas E1y B1,



relacionadas con la progresion del ciclo celular. Igualmente, la presencia de ATP incide
positivamente en la capacidad migratoria de las células A549, al favorecer el fenotipo
mesenquimal en dichas células, observandose un incremento significativo en la expresion
de Snail 1, factor de transcripcion asociado a la transicion epitelio-mesénquima, asi como

en los niveles de vimentina y a-SMA, marcadores moleculares del fenotipo mesenquimal.

Estos resultados revelan la significancia funcional de los receptores a purinérgicos sobre la
progresion tumoral, por lo que pudieran ser considerados potencialmente, como blancos

farmacologicos para un tratamiento mas efectivo.



Il. INTRODUCCION
1. Cancer
1.1 Generalidades

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define al cancer como un término
genérico que designa a un grupo numeroso de enfermedades que se caracterizan por el
proceso de crecimiento y diseminacion incontrolada de células malignas que pueden
aparecer en practicamente cualquier lugar del cuerpo y que se extienden mas alla de sus
limites habituales, invadiendo tejidos adyacentes u otros 6rganos distantes, a través de un

proceso conocido como metastasis (OMS, 2024).

El cancer es un enfermedad de etiologia diversa y multifactorial, que se origina a
nivel celular con la transformacion de células normales en células cancerigenas en un
proceso progresivo, definido como carcinogénesis, iniciandose a partir de una lesion
precancerosa hasta la formacién de un tumor maligno (Bertram, 2000; OMS, 2024), debido
a la sobreexpresion de protooncogenes mutados y al silenciamiento de genes supresores
de tumores. Las mutaciones pueden deberse a errores en la replicacion del ADN o por dafio
al ADN inducido por radicales libres, exposicién a sustancias quimicas o radiaciones
ionizantes (Bertram, 2000; Hanahan, 2022). Ademas, cambios epigenéticos como la

metilacion del ADN, modificacion de la cromatina y nucleosomas al igual que cambios en el

Senalizacion Evasion de los
proliferativa supresores
sostenida de crecimiento

Plasticidad Reprogramacion
fenotipica epigenética
Desregulapnon d \ Eviision:da
del metabolismo | i
a destruccion
celular :
\‘ > inmune
Resistencia Adgquisicion de
ala muerte ,' o d’;"f' — Inmortalidad Figura 1. Capacidades,
celular A <N replicativa habilidades y caracteristicas
- 2, facilitadoras de células
Inestabilidad (Vi Inflamacién tumorales
gendmica y A promovida por el La investigacion respecto a la
mutacion = tumor fisiologia celular del cancer ha
) N~ sugerido una serie de
Células ™5 Microbiomas capacidades presentes en las
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Induccién dela  Activacion de la el crecimiento tumoral.
angiogénesis  invasion y metastasis (Modificado de Hanahan, 2022).



perfil de expresion de diversos tipos de ARN no codificante contribuyen a la carcinogénesis

y progresion del cancer (Pendharkar, Ausekar, & Gupta, 2013).

Las células transformadas poseen y adquieren caracteristicas diferenciales que les
permiten sobrevivir, proliferar e invadir, estas capacidades se desarrollan como resultado
de la interaccidén de factores genéticos y ambientales; las principales vias alteradas en estas
células incluyen las relacionadas al mantenimiento de la proliferacion, la evasion de la
apoptosis y regulacion del ciclo celular, la evasién de la respuesta inmune, la
reprogramacion del metabolismo energético y la metastasis e invasion; de manera adicional
se ha incluido el papel de la reprogramacién epigenética no mutacional y se ha destacado
al microambiente tumoral formado por una poblacion celular heterogénea en constante
interaccion con la influencia del microbioma y la presencia de células senescentes tanto
cancerigenas como propias del estroma, como agentes facilitadores de la progresién
tumoral (Hanahan, 2022) (Figura 1).

1.2 Epidemiologia

El Observatorio Global de Cancer (GLOBOCAN) de la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC), para el aiio 2022 reportd mas de 19.9 millones de nuevos
casos de cancer y mas de 9.7 millones de muertes por esta causa, segun los datos
recabados de 186 paises, para poblacion de ambos sexos y de todos los grupos de edad.
De igual forma, este organismo estima un aumento significativo en dichos nuameros, se
pronostica que para el aiio 2040, habra 30.2 millones de nuevos casos de cancer, y la
muerte de 16.3 millones de personas a nivel mundial (IACR, 2022a, 2022b).

Entre los diferentes tipos de cancer, los de mayor incidencia son el cancer de pulmén
(12.4%), el cancer de mama (11.5%), colorrectal (9.6%), de prostata (7.3%) y de estdbmago
(4.8%). En cuanto a la tasa de mortalidad, el cancer de pulmon, ocupa igualmente, la primera
posicion, representando el 18.7% del total de fallecimientos, seguido del cancer colorrectal
(9.3%), el de higado (7.8%), el de mama (6.8%) y el de estdbmago (6.8%) (Figura 2) (IACR,
2022b).
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Figura 2. Incidencia y mortalidad del cancer a nivel mundial. El cancer de pulmon es el tipo de cancer con

mayor incidencia (A) y de mayor mortalidad (B) a nivel mundial en ambos sexos (Modificado de IARC, 2022).

2. Cancer de Pulmon

2.1 Generalidades

El pulmén es un d6rgano complejo compuesto de multiples tipos celulares cuya
principal funcion es el intercambio gaseoso, que ocurre en el epitelio alveolar formado por
los neumocitos tipo | que son células epiteliales simples y son el sitio principal del
intercambio entre el oxigeno y el didxido de carbono y los neumocitos tipo Il que secretan
el surfactante pulmonar manteniendo la humedad la superficie entre las células y el aire, y
reduciendo la tension superficial. Durante el proceso de difusién entre oxigeno y diéxido de
carbono la via aérea esta en constante exposicidon a gases, contaminantes de particulas finas
y agentes infecciosos, por lo que las particulas inhaladas se eliminan por accion de los cilios
respiratorio, las células inmunitarias y los fagocitos apoyados de la produccion de moco y
la actividad de las células neuroendocrinas que se encargan del mantenimiento de esta
funcion de intercambio gaseoso; por lo que durante este intercambio las células pueden

someterse a una acumulacion de adaptaciones celulares autbnomas y microambientales
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que modifican el equilibrio entre la proliferacion y muerte células, evitando el
reconocimiento del sistema inmune lo que da lugar al desarrollo de cancer (Gridelli et al.,
2015).

Por lo que el cancer de pulmon se origina por el crecimiento anormal e incontrolado
de las células del tejido pulmonar, que forman un tumor y este puede trasladarse a otras
partes del organismo, generalmente se origina de las células que conforman el epitelio

respiratorio, los alveolos, bronquios y/o los bronquiolos (IACR, 2022c).

2.2 Epidemiologia

Entre los diferentes tipos de cancer, el cancer de pulmon es el de mayor incidencia
mundial con un estimado de 2.48 millones de casos nuevos por aino, representando el 12.4%
de los casos registrados en 2022 y también es la primera causa de muerte por cancer a
nivel global, causando aproximadamente 1.81 millones de muertes por afo, lo que
corresponde al 18.7% de las defunciones por cancer reportadas a nivel general (Figura 2)
(IACR, 2022b, 2022c). La tasa de supervivencia global estimada para pacientes con cancer
de pulmoén es de 10-20% a los 5 afos del diagnéstico (Bi et al., 2024; Thandra, Barsouk,
Saginala, Aluru, & Barsouk, 2021) y de manera especifica, la tasa de supervivencia a 5 afios
de los pacientes con cancer de pulmon de células no pequefias de grado metastasico es
menor al 5% (Arbour & Riely, 2019).

A nivel nacional, de acuerdo a los datos del GLOBOCAN, el cancer de pulmén ocupa
el noveno lugar de incidencia y el tercer lugar de mortalidad entre los diferentes tipos de
cancer (IACR, 2022a); dentro del grupo de hombres adultos de 60 afios y mas, esta
enfermedad representa la segunda causa de muerte con 42.34 fallecimientos por cada 100
mil habitantes (INEGI, 2024).

2.3 Factores de riesgo

Diversos factores ambientales y conductuales se han correlacionado con el
desarrollo de cancer de pulmoén (Alduais, Zhang, Fan, Chen, & Chen, 2023), el tabaquismo
se ha sefalado como el principal factor de riesgo, tanto activo como pasivo, la exposicién

a sustancias quimicas (solventes, pesticidas), contaminantes atmosféricos (metales pesados,

12



gas radoén, asbesto, arsénico, cromo, berilio y niquel), aumentan el riesgo de cancer de
pulmén (Figura 3) (Alduais et al., 2023; Thandra et al., 2021).

Tabaguismo

) Agentes
Género carcinégenos

{
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atmosféricos

®
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@
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-

=
-
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b3
=
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b3
-
=
=
-
-

Estilo
de vida

Figura 3. Factores de riesgo asociados al desarrollo de cancer de pulmon (Modificado de (Alduais et
al., 2023; Thandra et al., 2021).

Entre los factores de riesgo no modificables, la edad es uno de ellos, ya que la
tumorogénesis pulmonar, se presenta décadas después de la exposicidon inicial a
compuestos mutagénicos, lo que explica el retraso del curso de la enfermedad, igualmente
con la edad, los telomeros se acortan, disminuyen los niveles del NAD* y disminuye la
capacidad celular de la reparacion al dafio del ADN, favoreciendo la supervivencia de
células atipicas. A nivel mundial, los hombres tienen el doble de probabilidad de ser
diagnosticados y morir por cancer de pulmoén en relacion con las mujeres, esta disparidad
se le atribuye especialmente al habito de fumar (Figura 3) (Alduais et al., 2023; Thandra et
al., 2021).
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En cuanto a la predisposicion genética y hereditaria al cancer, el estudio de
asociacion del genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés) han relacionado
diferentes regiones cromosdmicas asociadas a un incremento del riesgo de cancer de
pulmén entre las que se encuentran: el locus 5p15, que incluye los genes para la telomerasa
transcriptasa inversa (hTERT), el locus 6p21, que regula la sefalizacion mediada por
proteinas G, y el loci 15q25-26, relacionado con un incremento a la dependencia a la

nicotina y un aumento a susceptibilidad al cancer de pulmén (Figura 3) (Thandra et al., 2021).

La presencia de enfermedades no infecciosas pulmonares crénicas previas, como la
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, asma y fibrosis pulmonar aumentan el riesgo de
desarrollo de cancer de pulmoén. De igual forma la inflamacion y el daio celular asociado a
infecciones respiratorias créonicas como la tuberculosis, neumonia por Streptococcus
pneumoniae o Chlamydia pneumoniae y la infeccion por el virus de inmunodeficiencia
humana se han también implicado con la carcinogénesis pulmonar (Figura 3) (Alduais et al.,
2023; IACR, 2022c; Thandra et al., 2021).

2.4 Clasificacion

El cancer de pulmén es una enfermedad heterogénea con caracteristicas clinico-
patolégicas muy variadas. Considerando la célula de origen, su tamafno y caracteristicas
histopatoldgicas, el cancer de pulmén se clasifica en cancer de pulmén de células no
pequefas (NSCLC, por sus siglas en inglés) y cancer de pulmén de células pequenias (SCLC,
por sus siglas en inglés) (Ibodeng et al., 2023; Thandra et al., 2021). De acuerdo con la
clasificacion de tumores toracicos del ano 2021 de la OMS, el cancer de pulmén se
subclasifica en tumores epiteliales, neoplasias neuroendocrinas pulmonares y tumores de
tejidos. Los tumores epiteliales son los mas comunes y pueden a su vez subclasificarse
como adenocarcinomas, carcinomas de células escamosas, entre otros (Ibodeng et al., 2023;
Nicholson et al., 2022).

El SCLC, corresponde al 15% del total de casos diagnosticados y el NSCLC al 85%
(Thai, Solomon, Sequist, Gainor, & Heist, 2021; Travis et al., 2015), este ultimo a su vez se
divide en carcinoma de células escamosas (el 30% de los casos) y en carcinoma de células

no escamosas (el 70% de los casos), el grupo de células no escamosas se subdivide en
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adenocarcinoma (el subtipo mas comun con 90% de los casos) y carcinoma de células

grandes (el 10% de los casos) (Figura 4) (Gridelli et al., 2015; Thai et al., 2021).

Cancer de pulmon

15% l l 85%
Céncer de pulmgn Cancer de pulmén
de células pequenas de células no pequefias
30% 1 1 70%
Células escamosas Células no escamosas
10% l l 90%
Carcinoma

de células grandes Adenocarcinoma

Figura 4. Clasificacion del cancer de pulmon (Modificado de (Gridelli et al., 2015; Thai et al., 2021).

2.5 Cancer de pulmon de células no pequenas (NSCLC)

El cancer de pulmédn, al igual que diversos tipos de cancer, estd compuesto por
diferentes subpoblaciones celulares o clonas con distintas caracteristicas moleculares lo
que resulta en una heterogeneidad intratumoral por lo que se han identificado diversos
marcadores relacionados a la induccion y mantenimiento de la carcinogénesis presentes en
todos los subtipos del NSCLC, la frecuencia de estas alteraciones son resultado de la suma
de mutaciones somaticas, deleciones, traslocaciones, amplificaciones y de la regulacion a
la alta o a la baja de la expresion génica (Gridelli et al., 2015; Herbst, Morgensztern, &
Boshoff, 2018; Pendharkar et al., 2013). Hay altas tasas de mutacion somatica y
reordenamiento gendmico en el NSCLC (Chevallier, Borgeaud, Addeo, & Friedlaender,
2021).

Los oncogenes mas estudiados en el NSCLC y consideradas mutaciones

conductoras (driver mutations), incluyen el gen EGFR (receptor del factor de crecimiento
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epidérmico), el gen ERBBZ y translocaciones del gen KRAS (sarcoma de rata de Kirsten),
presentes principalmente en adenocarcinomas (10-60% de los casos) (Chevallier et al.,
2021; Gridelli et al., 2015).

Las mutaciones en la proteina p53 (TP53) se observan con mayor frecuencia en
tumores de pulmén de grado avanzado, asi como las mutaciones en el gen supresor de
tumores RB1 (proteina del retinoblastoma) (Herbst et al., 2018). Otras mutaciones menos
frecuentes se presentan en el gen ALK (cinasa del linfoma anaplasico), el protooncogén
ROS1, en el gen BRAF (homologo B del oncogén viral del sarcoma murino v-raf), el
protooncogén MET, el gen PIK3CA, el gen RET, el gen NTRK1 (receptor neurotrofico tirosin-
cinasa 1), el gen NRG1 (neurregulina 1) y en los genes supresores de tumores: KEAP1,
STK11 y NF1 (neurofibromina 1) (Chevallier et al., 2021; Gridelli et al., 2015; Herbst et al.,
2018). Estas mutaciones, involucran componentes claves de vias relacionadas a la
sefalizacion mediada por receptores con actividad tirosin-cinasa, la senalizacion de la via
mTOR, la respuesta al estrés oxidativo, la proliferacion y la progresion del ciclo celular
(Herbst et al., 2018).

3. ATP y la senalizacién purinérgica

Las purinas y pirimidinas son moléculas ubicuas implicadas en la formacion de los
acidos nucleicos, coenzimas, mediadores energéticos y de mensajeros intra y extracelulares
(Burnstock, 2018); entre estos nucleétidos, la adenosina 5’-trifosfato (ATP) es esencial para
el metabolismo energético y estd formado por la unidon covalente de una pentosa

(desoxirribosa), una base nitrogenada (adenina) y tres grupos fosfato.

El ATP es producido y consumido en multiples procesos celulares debido su
capacidad de almacenar, en forma de energia quimica potencial, una gran cantidad de
energia que se libera cuando sus grupos fosfato son hidrolizados; de manera adicional a su
funcion clasica como fuente de energia intracelular, el ATP extracelular también actua como
una molécula de sefalizacion (Burnstock, 2020; Campos-Contreras et al., 2020; Di Virgilio,
Sarti, Falzoni, De Marchi, & Adinolfi, 2018).
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En 1929, Drury y Szent-Gyoérgi propusieron que los compuestos de adenina podian
actuar como moléculas de sefalizacidn en los vasos sanguineos y el corazén, generando
vasodilatacion, inhibiendo la actividad espontanea del musculo liso y reduciendo la
frecuencia cardiaca (Drury & Szent-Gyoérgyi, 1929); pero el concepto de sefalizacion
purinérgica, fue propuesto hasta 1972, por Burnstock, al demostrar que el ATP actua como
el transmisor responsable de la sefializacion no adrenérgica y no colinérgica en el intestino
y la vejiga, demostrandose la existencia de receptores especificos, transportadores y

mecanismos de liberacién de purinas extracelulares (Burnstock, 1972, 2020).

Espacio Extracelular
E-NTPDasas/CD-39 E-NTPDasas/CD-39 E-5-NT/CD-73

ATPe » | ADP » AMP —> ADO
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Ca;:w Dafio Transportadores ABC PNX-1 Canales P2X7 MM AMM yy Wyym
celular CFTR Panexinasy ~ CALMH1 /MAAAAAA
MDR Conexinas VRACs
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Glucolisis ATP OXPHOS

MODULACION PURINERGICA

Espacio Intracelular

Figura 5. Senalizacion purinérgica. La glucdlisis y la fosoforilacion oxidativa (OXPHOS) producen ATP en la célula,
que se libera a través de la lisis celular, exocitosis y/o es transportado por panexinas (PNX-1), hemicanales,
transportadores ABC (CFTR, MDR1, SUR), canales (CALMH1, VRACs, MACs), P2X7, etc al espacio extracelular. Las
membranas celulares tienen varias enzimas conocidas como ectonicleotidasas; las ectonucledtido trifosfato
difosfohidrolasas (ENTPDasas/CD39) y las ecto-5’-nucledtidasas (E-5-NT/CD73). Las E-NTPdasas hidrolizan el ATP3
(ATP extracelular) a ADP y también ADP a AMP. El ATPe activa a los receptores ionotropicos P2X (canales de iones
activados por ligando) y a receptores metabotropicos P2Y (miembros de la superfamilia GPCR). EIl ATPe y el AMP
se hidroliza a ADO (Adenosina) por E-5-NT. CD39 y CD73 hidrolizan el ATPe a ADP y AMP a ADO en las células
tumorales. ADP también activa a los receptores P2Y y ADO a los receptores P1 (miembros de la familia de GPCR).
Modificado de (Campos-Contreras, Diaz-Mufioz, & Vazquez-Cuevas, 2020; Kaur & Dora, 2023; Shukla et al., 2024)
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El sistema de sefalizacion purinérgica emplea a las purinas, principalmente el ATP,
y pirimidinas extracelulares como moléculas de sefalizacion (Burnstock, 2020). EI ATP es
considerado un mensajero extracelular idoneo debido a las siguientes caracteristicas: a)
baja concentracion en el espacio extracelular en condiciones fisiologicas (nmol/l); alta
concentracion a nivel intracelular (5-10 mmol/l); c) es soluble en agua, lo que le permite
difundir rapidamente en el espacio extracelular; d) es degradado rapidamente por las
enzimas ecto-nucleotidasas; y e) tiene alta afinidad por receptores de membrana especificos
(Figura 5) (Di Virgilio et al., 2018; Vultaggio-Poma, Sarti, & Di Virgilio, 2020).

El ATP es liberado al medio extracelular por dos grandes mecanismos, uno
inespecifico y otro especifico regulado. El mecanismo inespecifico incluye, la liberacién de
ATP en respuesta a la deformacion mecanica, lisis celular, dafio a la membrana plasmatica
y cambios de la presion osmotica; mientras que el mecanismo especifico regulado
activamente, incluye la liberacion vesicular a través de la exocitosis, participacion de
algunos transportadores de membrana (transportadores ABC, la proteina de resistencia a
multiples farmacos 1 (MDR1) y el receptor a sulfonilurea (SUR); y canales de membrana, los
cuales se encuentran formados por conexinas y panexinas, los canales moduladores de la
homeostasis del calcio (CALHM1), los canales aniénicos regulados por volumen (VRACS) y
canales maxi-aniénicos (MACs). De igual forma, el propio receptor P2X7, esta involucrado
en la difusion transmembrana del ATP (Figura 5) (Campos-Contreras et al., 2020; Cao et al.,
2023; Di Virgilio et al., 2018; Tatur, Kreda, Lazarowski, & Grygorczyk, 2008).

En el medio extracelular, el ATP, por un lado, puede activar a diferentes tipos de
receptores P2, y por otro lado, puede ser desfosforilado, generando metabolitos que actuan
como ligandos especificos para otros receptores purinérgicos tipo P2 (Figura 5) (Campos-
Contreras et al., 2020). El ATP, participa en diferentes respuestas celulares, actia como
molécula de senalizacion a corto plazo en la neurotransmisién, neuromodulacién y
neurosecrecion y a largo plazo, influye sobre la proliferacion, diferenciacion, muerte celular,

el desarrollo embrionario y regeneracion tisular (Burnstock, 2020; Di Virgilio et al., 2018).

3.1 Receptores purinérgicos

La senalizacion purinérgica es un sistema evolutivo primitivo (Burnstock &

Verkhratsky, 2009). Los receptores purinérgicos humanos se expresan en células
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neuronales y no neuronales (Burnstock, 2020), son proteinas integrales de membrana y se
han clasificado en dos familias: los receptores P1 selectivos para adenosina, la cual es
producto de la degradacion del ATP por las enzimas ectonucleétido trifosfato
difosfohidrolasas (E-NTPDasas/CD39) y las ecto-5’-nucledtidasas (E-5’-NT/CD73); y los
receptores P2, sensibles a nucledtidos de adenina y uridina (Figura 5) (Burnstock, 2018; Di
Virgilio et al., 2018; Shukla et al., 2024; Woods et al., 2021).

Los receptores P1 pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas
G similares a rodopsina con un extremo N-terminal corto intracelular y un extremo C-
terminal largo intracelular (Burnstock, 2018), se han descrito cuatro tipos: A+, Aza, A Y As
y su activacion se relaciona con la enzima adenilato ciclasa, la activacion de los receptores
Azn y Ags estimulan la produccion de AMPc mientras que la activacion de los receptores A4
y As tiene un efecto inhibitorio (Burnstock, 2018; Burnstock & Verkhratsky, 2009).

La familia de receptores P2 se divide en dos subgrupos: los receptores P.X de tipo
ionotropico y los receptores P,Y metabotropicos. Existen siete tipos de receptores P2X
(denominados P.X7), estos son canales idnicos activados por ligando formados por tres
subunidades de dos dominios transmembrana que forman complejos homotriméricos o
heterotriméricos, comparten esta estructura con otros canales como los canales de sodio
epiteliales y los canales iénicos sensibles a acido, lo que sugiere la existencia de un
antecesor comun (Burnstock & Verkhratsky, 2009). EI ATP es su ligando enddgeno y en
condiciones fisiolégicas cuando son activados promueven la entrada de iones Ca*" y Na* asi
como la salida de iones K* promoviendo la despolarizacion celular y un aumento de la
concentracion intracelular de Ca?* (Figura 6) (Burnstock, 2020; Burnstock & Verkhratsky,

2009; Campos-Contreras et al., 2020).
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Figura 6. Via de sefializacion inducida por la activacion de los receptores P2X. La union del ATPe a los
diferentes subtipos de receptores P:X (1,2,3,4,5,6,7) desencadena eventos de sefializacion celular. Funcionando
como receptores ionotrdpicos, estos receptores facilitan el influjo de iones de sodio y calcio al interior celular y
la extrusion de potasio, dando lugar a un aumento de los niveles de calcio intracelular, la sefializacion celular
subsecuente implica la activacion de las moléculas PKC, PI3K, AKT y GSK3. Modificado de (Kaur & Dora, 2023;
Shukla, Dalai, & Agrawal-Rajput, 2024; Woods, Forti, Shanbhag, Camden, & Weisman, 2021).

Para el caso de los receptores P.Y, son receptores que pertenecen a la familia GPCR,
conformados por siete segmentos transmembrana, el dominio N-terminal extracelular y el
dominio C-terminal intracelular y estdn acoplados a diferentes proteinas G para la
generacion de segundos mensajeros (Ca?*, IP; y AMP¢). Se han identificado en células de
mamifero, hasta ocho tipos de receptores funcionales (P.Y1, P2Y2, P2Y4,P2Ye, P2Y 11, P2Yy,
P2Y1s, PoY14). LOs receptores P.Y», P.Y. y P,Ys estan acoplados a un proteina G4 que activa
a la fosfolipasa C (PLC), los receptores P.Y12, P.Y13y P,Y14 estan acoplados a un proteina Gi
que inhibe a la adenilato ciclasa (AC) y el receptor P,Y 1, esta acoplado tanto a una proteina
Gq Y a una G que estimula el aumento del AMPc (Figura 7) (Burnstock, 2020; Campos-
Contreras et al., 2020; Woods et al., 2021).
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Figura 7. Vias de sefalizacion intracelulares inducidas por la activacion de los receptores P2Y. Diversos
nucledtidos activan diferentes receptores P:Y, cada uno desencadenando distintos eventos de sefializacion. La
union de las purinas a los receptores purinérgicos enciende/apaga diversas vias de sefializacion: la activacion
de los receptores P2Y modula la actividad de la adenilato ciclasa (AC) o la fosfolipasa CB (PLC-(3) a través de
diferentes proteinas G (Gs, Gi, y Gq). Estas acciones modifican los niveles de segundos mensajeros como AMPc,
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y Ca2+, el IP3 se une a los receptores IP3R en el reticulo endoplasmatico (ER),
causando la liberacion de Ca2+ desde el ER. Los segundos mensajeros regulan la activacion de la proteina
cinasa C (PKC) y proteina cinasa A (PKA), entre otras. Modificado de (Kaur & Dora, 2023; Shukla et al., 2024;
Woods et al., 2021)

El mecanismo de acciéon asociado a la activacion de los distintos receptores

purinérgicos se presenta en la Tabla 1:

Tabla 1. Mecanismo de accion de los receptores purinérgicos.

Receptor(es) ng’ando(s) Tipo Mecanismo de transduccion
endogeno(s)
P2oXi7 ATP lonotropico Canal selectivo a iones Na*, K* y Ca?*
Metabotrépico Activacion de PLC y un incremento

P2Ys ATP/ADP Acoplado aqum de IPs/DAG ’

ATP/ADP Metabotrépico Activacion de P_LC y un incremento
P.Y, UTP/UDP Acoplado a de IP3/D_AG/_Act|va0|on de

Gg11/GolG12 Rac/Activacién de Rho
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Metabotrépico Activacion de PLC y un incremento
P2Y.4 UTP/UDP Acoplado a de IP3/DAG/Inhibicion de AC y una
Gan1/Gi disminucién de la sintesis de AMPc
Metabotrépico o .
Activacion de PLC y un incremento
P2Ye UTP/UDP Acoplado a de IPs/DAG/Activacion de Rho
Gq/11/G12/13
Metabotrépico Activacion de PLC y un incremento
P2Y 41 ATP/ADP Acoplado a de IPs/DAG/Activacion de AC y un
Ggr1/Gs aumento del AMPc
Metabotrépico Inhibicion de AC y una disminucién
P2Y12 ATP/ADP Acoplado a Gi | de la sintesis de AMPc
Metabotrépico Inhibicion de AC y una disminucién
P2Y13 ATP/ADP Acoplado a G; | de la sintesis de AMPc
Py UDP-Glucosa Metabotrépico Inhibicion de AC y una disminucién
27 UDP-Galactosa Acoplado a G; | de la sintesis de AMPc
A ADO Metabotrépico Inhibicién de AC y una disminucién
! Acoplado a G; de la sintesis de AMPc
Metabotrépico Activacion de AC y un aumento del
AzA ADO Acopladoa Gs | AMPc
Metabotrépico Activacion de AC y un aumento del
AzB ADO Acopladoa Gs | AMPc
. Metabotrépico Inhibicién de AC y una disminucién
As ADO/Inosina Acoplado a G; de la sintesis de AMPc

Abreviaturas: PLC: fosfolipasa C; IP3: inositol trifosfato; DAG: diacilglicerol; AC: adenilato ciclasa; AMPc: AMP
ciclico; ADO: adenosina. Modificado de (Di Virgilio et al., 2018; Shukla et al., 2024; Woods et al., 2021).

Diversos procesos fisiolédgicos y fisiopatologicos, son modulados mediante la
sefalizacion purinérgica, entre los que se encuentran la interaccion neurona-glia, la
transmision sensorial, alteraciones del sistema nervioso central, enfermedades
cardiovasculares, la secrecién hormonal, la respuesta inmune y el cancer (Burnstock, 2020;
Di Virgilio et al., 2018; Vultaggio-Poma et al., 2020).

3.1 Senalizacion purinérgica en el pulmon

Al interior del pulmén, en la via aérea, la sefalizacion purinérgica se ha relacionado
con la secrecion y la actividad ciliar, el control nervioso, la vasculatura pulmonar y
enfermedades especificas de las vias respiratorias (Burnstock, Brouns, Adriaensen, &
Timmermans, 2012). Se ha identificado la expresién de los receptores P2X4, P2X7, P2Y2, P2Y,
y P.Ys (Reyna-Jeldes, Diaz-Muioz, Madariaga, Coddou, & Vazquez-Cuevas, 2021). EI ATP
es liberado constitutivamente durante la respiracion por la células epiteliales de las via

respiratoria, las células epiteliales alveolares y las células de musculo liso respiratorias, pero
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también en respuesta a estimulos quimicos como la presencia de compuestos toxicos y a
estimulos mecanicos y/o lesiones, estimulos osméticos o bajo la condicion de hipoxia. La
liberacién de nucleétidos es un mecanismo importante, para asegurar el mantenimiento de
la homeostasis de la interface aire-liquido (Lazarowski, Sesma, Seminario, Esther, & Kreda,
2011; Satoru, Kishio, Masahiro, & Yoshinori, 2016).

En el epitelio alveolar, la secrecion del surfactante por los neumocitos tipo Il puede
ser estimulada por un aumento en el cociente ATP/ADP; y/o un incremento del [Ca?*],
mediado por la actividad de los receptores P.Y. ElI ATP luminal, estimula ademas, la sintesis
de la proteina A del surfactante, y la activacion de los receptores P.Y, que favorecen la
secrecion de K* en estas células, igualmente, la activacion de los receptores P.X,
incrementa la secrecion de surfactante. Los neumocitos tipo | son mecanosensores y la
estimulacion paracrina por estas células, también interviene en la regulacién de la secrecién
de surfactante: la deformacion celular generada por la fuerza de tension superficial en la
interfaz aire-liquido causa la exocitosis de ATP mediada por Ca?, a través de este
mecanismo se puede detectar un bajo contenido de liquido o surfactante dando lugar a la
secrecion compensatoria de fluido, mucina y surfactante mediada por ATP. EI ATP a su vez,
ejerce una accion de regulacién paracrina en la absorcion de NaCl al inhibir los canales
epiteliales de Na* (ENaC) mediante un incremento de Ca?* dependiente de la activacién los
receptores P.Y; sobre el musculo liso, el ATP produce contraccién de segmentos
bronquiales al modular la concentracion de Ca?" generando una respuesta contractil
transitoria por activacion de P.Y>, P,Ysy P2X4 (Burnstock et al., 2012; Lazarowski et al., 2011;
Satoru et al., 2016).

El ATP liberado por accién mecanica del epitelio respiratorio tiene una accion
estimulatoria sobre la células ciliadas presentes en la mucosa respiratoria como parte del
mecanismo de defensa primaria para remover polvo y microorganismos de los pulmones en
el proceso de aclaramiento mucociliar; la liberacion de mucina por las células caliciformes
es estimulada por la relacion ATP/UTP, por la activacién en la membrana apical de los
receptores P.Y; y P.Y, via fosfolipasa C; por otro lado, en los cuerpos neuroepiteliales, la
condicion de hipoxia y el ATP, inducen la liberacion de serotonina (5-HT) implicada en la
regulacion auténoma de la respiracion y la produccion apical de peroxido de hidrégeno,
encontrada en la exhalacion y producido por el epitelio de la via respiratoria, es estimulada

por ATP pero no por ADP (Burnstock et al., 2012; Lazarowski et al., 2011).
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En cuanto a la regulacion del sistema inmune en la via respiratoria, el ATP sirve como
una senal de dano para alertar a las células inmunes del dano tisular; los nucledétidos de
adenina estimulan el estallido respiratorio de los macréfagos alveolares, caracterizado por
la produccion de superéxido; el ATP por activacion de los receptores P.X, estimula la
liberacion de citocinas y quimiocinas como IL-13 e IL-6 por estos macréfagos; el ATP
extracelular atrae a monocitos y eosindfilos y desencadena la produccién de especies
reactivas de oxigeno por activacion del receptor P.Y>, asi como la liberacién de histamina
por mastocitos via el receptor P,Y1y P,Y, (Burnstock et al., 2012; Lazarowski et al., 2011).
Un aumento en la concentracién de ATP extracelular se relaciona con una “sefnal de peligro”
o “patrén molecular asociado al peligro (DAMP)” presente en la fisiopatologia de

enfermedades pulmonares, entre ellas el cancer de pulmoén (Satoru et al., 2016).

4. Senalizacion purinérgicay cancer

4.1 Receptores purinérgicos y cancer

La sefalizacién purinérgica ha sido estudiada en diferentes tipos de cancer:
melanoma, colorectal, esofagica, pulmon, proéstata, cerebro, cervical, mama, ovario,
endometrio, leucemia, estobmago, etc. (Burnstock & Di Virgilio, 2013; Martinez-Ramirez,
Diaz-Mufioz, Butanda-Ochoa, & Vazquez-Cuevas, 2017). El empleo de técnicas moleculares
ha permitido identificar la expresién de los receptores purinérgicos P2 en diferentes tipos

de céncer, asi como sus probables efectos fisioldgicos (Tabla 2).

Tabla 2. Expresion de receptores P2 en diferentes lineas celulares de cancer

Tibo de Linea Segundo mensajero
P ARNm Proteina ylo
cancer celular ]
respuesta funcional
P2X7 P.X7 Caspasa 3/7
Melanoma A375 P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y1, P2Y2, P2Y4, [Ca2+]i (via PLC)
P2Ys P2Ys
Piel P2Xs, P2X7 Caspasa 3/TUNEL
(Carcinoma de A431 —
células 3 P.Y4, PoY, PCNA
escamosas)
P2X1, P2Xs, P2Xs
HT29 ’ ’ ’
P2X7 P2X1, P2Xa, P2X7 [Ca?);
Colorectal HCT8 by PoYo, PoYa, | PoYs PoYs Muerte celular
CaCo-2 P.Y
216
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, P2X4, P2Xs Caspasa 3/7
- PoY
Esofagico Kyse-140 PLY, 2Y2 [Ca?'], (via PLC)
, P2X7 P2X7
4
Pulmon ASA | by, PaYe P2Y2, PaYs CaMK;, NF-kB
PC-3 P2X4, P2Xs, P2X7 P2X4, P2Xs, P2X7 [Ca2+]i (via PLC)
Prostata DU145 | PaYn PeYz PaYe, | by TUNEL
P2Y11
1321N1/C6 Caspasa 3
U-251MG
Cerebro U-138MG P2Y4, P2Y12 P2Y1 [Ca2*]; (via PLC)
U-87MG AC (via Gi)
Caspasa 9/TUNEL
Cervical CaSki -— P2Xs, P2Xs P
P2Y>
MCF-7
Hs578T
SK-Br3 P2X7 P.X7
M
ama T47-D P2Y, P2Y>
MDA-MB-
231
. OVCAR
Ovario EEO-21/27 P2Y, —_—
Endometrio HEC-1A | P.Y: -—-- [Ca?*); (via PLC)
Tiroides ARO P.Y+ P2Y2 - [Ca?*); (via PLC)

Abreviaturas: AC: adenilato ciclasa; CaMKj: calcio calmodulina cinasa Il; ERK: cinasa regulada por sefiales
extracelulares; NF-«B: factor nuclear kappa B; PCNA: antigeno nuclear de proliferacion celular; PLC:
fosfolipasa C. Modificado de (Burnstock & Di Virgilio, 2013; Martinez-Ramirez, Diaz-Mufioz, Butanda-Ochoa,
& Vazquez-Cuevas, 2017; Shukla et al., 2024).

La comunicacion autocrina y/o paracrina mediada por los receptores purinérgicos

contribuye a la regulacion de multiples procesos involucrados en la progresion del cancer,

entre los que se

incluyen el

efecto Warburg,

proliferacion,

muerte celular,

inmunomodulacién, angiogénesis, transicion epitelio-mesénquima, migracion celular,

invasion, metastasis y quimiorresistencia (Figura 8) (Kaur & Dora, 2023).
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Efecto Warburg
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Apoptosis
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Figura 8. El ATPe y sus efectos en células tumorales. Las células que conforman el microambiente tumoral
liberan ATPe que estimula de manera autocrina y paracrina la progresion tumoral. Modificado de (Cao et al.,
2023; Kaur & Dora, 2023).

4.2 ATP en el microambiente tumoral

El crecimiento tumoral, la invasién y metastasis dependen de la comunicacion
reciproca entre las células y el microambiente tumoral (MAT) (Cao et al., 2023). EI MAT se
conforma de tanto componentes celulares que incluyen a las células tumorales y células
estromales: fibroblastos, células endoteliales y células del sistema inmune, como de
componentes no celulares propios de la matriz extracelular como la laminina, fibronectina,
colageno y acido hialurdénico: La conjuncion de los elementos celulares y acelulares del MAT,
son esenciales para la formacion y el mantenimiento tumoral. Las interacciones celulares en
el MAT incluyen a los contactos célula-célula, célula-matriz extracelular y a los mensajeros
quimicos secretados: moléculas solubles, factores y vesiculas que permiten la comunicacion
celular (Baghban et al., 2020; Shukla et al., 2024; Wood, Pernemalm, Crosbie, & Whetton,
2014).

El ATP es uno de los principales componentes del MAT, por ejemplo, en el intersticio

tumoral, la concentracién se encuentra en el rango de cientos de micromolar (100-700 pM),
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lo que corresponde a 1000 o 10,000 veces mas elevado en comparacion a la concentracion
presente en el tejido normal, que va de 10 a 100 nM. El ATP presente en el MAT proviene
tanto de la liberacién regulada por las propias células cancerigenas como de aquellas en
proceso de muerte celular y de los otros tipos celulares que también conforman el MAT
(Cao et al., 2023; Pellegatti et al., 2008; Shukla et al., 2024; Vultaggio-Poma et al., 2020;
Wood et al., 2014).

4.3 ATP en la proliferacion y el crecimiento tumoral

El efecto del ATP sobre el crecimiento celular depende de la concentracion, duracion
del tratamiento y del modelo celular bajo experimentacion (Burnstock & Di Virgilio, 2013).
Por ejemplo, en células de adenocarcinoma ductal pancreatico (MIA PaCa-2 y HPCA), la
presencia de 100 uM de ATP por 24 horas, favorece la proliferacion celular, debido a que
se reduce la proporcion de células en la fase Go/G1 y aumenta la proporcién de células en
las fases S y G./M del ciclo celular (Figura 9A) (Choi et al., 2018); en este mismo tipo de
cancer, pero en la células Panc-1 y BxPC-3, la estimulacion crénica por 60 horas de una
concentracién creciente de 100 uM a 5 mM de ATP, provoca una disminucion de la
proliferacion celular dependiente de la concentracion, ya que altas concentraciones de ATP,

inducen muerte celular (Giannuzzo et al., 2015).

En las células AGS y HGC-27, provenientes de adenocarcinoma gastrico, la
estimulacion con ATP a una concentracion de 100 uyM por 24 horas promueve la
proliferacion celular (Figura 9B y 9C) (Dong et al., 2022; Hevia et al., 2019), mientras que en
las células HT-29, provenientes de adenocarcinoma colorectal, el tratamiento prolongado
con la misma concentracion de ATP por 96 hora, se observa un efecto antiproliferativo
(Hopfner et al., 2001); pero en las células SW620 y HCT166, también provenientes de
carcinoma colorrectal, la estimulacion por 24 horas con 100 yM de ATP aumenta la
viabilidad celular, y al incrementar el tratamiento, hasta 72 horas, se incrementa la
proliferacion celular y la capacidad de formacién de colonias (W. Zhang et al., 2021). En las
células de carcinoma nasofaringeo, 5-8F y CNE-2, el ATP ejerce un efecto negativo sobre
la proliferacion, al emplear una concentracién creciente de ATP de 20 a 100 uM por 72

horas, aumenta la tasa apoptdtica, disminuyendo la expresion de la proteina Bcl2 e
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incrementando la expresion de la proteina Bax y la forma escindida de la caspasa 3 (Yang
et al,, 2014).

Para el carcinoma hepatocelular, en las células HepG2 y BEL-7404, la estimulacion
con ATP 20 uM durante 72 horas incrementa la proliferacion y viabilidad celular (Figura 9D)
(Xie et al., 2014).
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Figura 9. Efecto del ATPe sobre la proliferacion en células tumorales. (A) (Choi et al., 2018); (B) (Dong et
al., 2022); (C) (Hevia et al., 2019); (D) (Xie et al., 2014).

El tratamiento con ATP (100-500 pM) por 72 horas en células Kyse-140, provenientes
de cancer de esdfago, disminuye el numero de células en funciéon de la concentracién
(Maaser et al., 2002), pero al reducir el tratamiento a 24 horas con 100 uM de ATP, se
observa el efecto contrario, es decir, un incremento en la proliferacién celular (Figura 10A),
y la exposicion prolongada aumenta la capacidad de formacién de colonias de las células
OE-33 (Zaparte et al.,, 2021); bajo estas mismas condiciones experimentales, el ATP
incrementa la viabilidad celular y la capacidad clonogénica de las células de carcinoma oral
escamoso CAL-27 y SCC-15 (Zhou et al., 2022).
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El ATP a una baja concentracion (5 pM) por 72 horas, incrementa la densidad
poblacional de las células MCF-7, provenientes de cancer de mama (Figura 10B) (Bilbao et
al., 2010); en este mismo modelo celular, la exposicién prolongada por 120 horas tiene un
efecto diferencial sobre la viabilidad celular en relacién a la concentracion de ATP
extracelular: una concentracién menor de 30uM de ATP, aumenta la proliferacion celular y
una concentracion mayor de 300 uM, la disminuye (Figura 10C) (Chadet et al., 2014). Por
su parte, en las células MDA-MB-231, también provenientes de cancer de mama, el
tratamiento por 24 horas con ATP 100 uM incrementa la proliferacion celular (Figura 10D)
(Jin et al., 2014) y aumenta la expresién del ARNm para la ciclina D1 tanto en estas células
como en las células MCF-7 (Figura 10E) (J. L. Zhang et al., 2017).
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Figura 10. Efecto del ATPe sobre la proliferacion de diferentes lineas celulares. (A) (Zaparte et al., 2021);
(B) (Bilbao et al., 2010); (C) (Chadet et al., 2014); (D) (Jin et al., 2014); (E) (J. L. Zhang et al., 2017).

4.4 ATP en la migracion e invasion celular

Uno de los procesos iniciales de la metastasis, es la denominada transicion epitelio-
mesénquima (TEM), donde las células tumorales de origen epitelial, pierden dicho fenotipo,

para adquirir un fenotipo mesenquimal, el cual les permite desarrollar su capacidad
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migratoria e invasiva, en respuesta a sefales extracelulares presentes en el MAT como
citocinas y factores de crecimiento. Esta transicion, involucra cambios morfologicos y
celulares, debido a la expresion génica de un grupo de factores de transcripcion vy
microARNs asociados a la TEM, tales como Zeb, Snail y Twist. Diversas lineas celulares de
carcinomas, incluido el carcinoma de pulmoén, presentan un estado epitelial/mesenquimal
‘hibrido’, que es reflejo de la complejidad de este proceso de transicion, lo que les confiere
a estas células una gran capacidad de migracion e invasién (Cao et al., 2023; Lu & Kang,
2019; Shukla et al., 2024).

El ATPe a bajas concentraciones, exacerba la capacidad migratoria de diversas
lineas tumorales, por ejemplo: a) células de carcinoma pancreatico Panc-1 (Figura 11A)
(Giannuzzo et al., 2015); b) células DU-145 de cancer de prostata (Li et al., 2013; Zhang et
al., 2010); c¢) células de carcinoma mamario de raton 4T1 (Liu et al., 2018) y humano MCF-
7 y Hs578T (Qiu et al., 2018; Sharma et al., 2021; Zhang et al., 2017); d) células de cancer
de mama ftriple negativo MDA-MB-231 (Figura 11B) (Zhang et al., 2017); e) células de
carcinoma oral CAL-27/SCC-15 (Figura 11C) (Zhou et al., 2022); f) células de carcinoma
colorrectal SW620 y HTX166 (Zhang et al., 2021); g) células de hepatocarcinoma Hep-G2 y
MCF-7
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Figura 11. Efecto del ATPe sobre la capacidad migratoria de diferentes lineas celulares. (A) (Giannuzzo et al.,
2015); (B) (Zhang et al., 2017); (C) (Zhou et al., 2022); (D) (Xie et al., 2014).
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BEL-7404 (Figura 11D) (Xie et al., 2014); h) células IMR de neuroblastoma (Sharma et al.,
2021).

La estimulacion de la capacidad migratoria mediada por ATPe, involucra cambios en
los niveles de expresidn de factores de transcripcion asociados a la TEM, por ejemplo, la
expresion de Snail-1 se ve incrementada a nivel de ARNm y proteina por el tratamiento con
100 uM de ATP en las células 1E8, 2B4 y DU-145 (Figura 12A) (Li et al., 2013; Qiu et al.,
2014); células MCF-7 y Hs578T (Figura 12B) (Qiu et al., 2018); células CAL-27/SCC-15
(Figura 12C) (Zhou et al., 2022) y en células SW620 (W. Zhang et al., 2021). El marcador
epitelial E-Cadherina a nivel de ARNm y proteina se ve disminuido tras la estimulacion por
ATP en estas mismas lineas celulares (Figura 12) y en las células T47D (Xia, Yu, Tang, Li, &
He, 2015). También en las células 1E8 y 2B4 se detectd una disminucion de Claudina-1 a
nivel de proteina (Ying Qiu et al., 2014) y en las células AGS, aumento del marcador
mesenquimal vimentina a nivel de ARNm y proteina (Dong et al., 2022), aumento de
Fibronectina a nivel de ARNm y proteina en las células SW620 (W. Zhang et al., 2021) y un
aumento de 3-catenina también a nivel de ARNm y proteina en las células SW620 (W. Zhang
et al., 2021) MDA-MB-231 y MCF-7 (J. L. Zhang et al., 2017).
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Figura 12. Efecto del ATPe sobre la expresion de marcadores asociados a la transicion epitelio-
mesénquima en diferentes lineas celulares. (A) (Li et al., 2013); (B) (Qiu et al., 2018); (C) (Zhou et al.,
2022).
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La capacidad invasiva de las células tumorales, se ve incrementada por efecto del
ATPe, tal es el caso de las células: MDA-MB-231(Jin et al., 2014), T47D (Xia et al., 2015),
MCF-7, He-La, IMR (Sharma et al., 2021), CAL-27, SCC-15 (Zhou et al., 2022) 1ES8, 2B4 y
DU-145 (Ying Qiu et al., 2014; Y. Zhang et al., 2010). La invasividad de las células, se asocia
con su capacidad para degradar la matriz extracelular, mediante la expresion de
metaloproteinasas (MMPs) (Lu & Kang, 2019). El ATPe estimula la expresién de la MMP-2
en las células CAL-27, SCC-15, IMR y HELA (Zhou et al., 2022; Sharma et al., 2021); de la
MMP-3 y MMP-13 en las células 1E8, 2B4, MCF-7 y DU-145 (Zhang et al., 2010; Qiu et al.,
2014; Xia et al., 2015); y promueve la actividad de la MMP-9 en las células MDA-MB-231
(Jin et al., 2014).
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ll. JUSTIFICACION

El cancer de pulmén es el tipo de cancer con mayor incidencia mundial y la primera
causa de muerte por esta enfermedad, generalmente es diagnosticado en una etapa
avanzada o metastasica, lo que incide directamente en su baja tasa de supervivencia y la
baja efectividad de los tratamientos clinicos. Particularmente, el cancer de pulmoén, es una
enfermedad molecularmente heterogénea, por lo que resulta de sumo interés, conocer las
sefiales quimicas y los mecanismos moleculares involucrado en el desarrollo y la progresion
del tumor, con el fin de identificar y proponer blancos farmacoldgicos para un tratamiento

mas eficiente para mejorar el prondstico y calidad de vida de los pacientes.

El cancer de pulmdn de células no pequeinas (NSCLC), es el subtipo mas comun,
representando el 85% de los casos totales diagnosticados. Aunque se ha avanzado de
manera importante en el conocimiento de su biologia molecular, se desconoce a detalle,
como las sefales quimicas extracelulares presentes en el microambiente tumoral pueden
inducir, exacerbar y/o mantener el potencial metastasico de las células tumorales. Diversos
trabajos han propuesto al ATP, que esta presente en altas concentraciones en el
microambiente tumoral, como una molécula de senalizacion importante para el desarrollo y
progresiéon tumoral, ya que se ha puesto en relieve su participacién en el metabolismo,
crecimiento, proliferacion y migracién de las células cancerigenas, pero desconociéndose
aun el mecanismo molecular involucrado. Por lo que el propdsito del presente trabajo es
determinar el efecto que ejerce el ATP extracelular sobre dos propiedades fundamentales
de las células tumorales, que son su capacidad proliferativa y su capacidad migratoria, esto
en un modelo celular de cancer de pulmén de células no pequenas, con la finalidad de
identificar y proponer blancos farmacoldgicos que ayuden a reducir el desarrollo y la

progresién del tumoral en beneficio del paciente.
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IV. HIPOTESIS

La presencia de ATP extracelular exacerba la capacidad proliferativa y migratoria de las

células de cancer de pulmon de células no pequefias (A549).

V. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar si la presencia de ATP extracelular incide sobre la capacidad proliferativa y

migratoria de células de cancer de pulmén de células no pequefias (A549).

Objetivos especificos

1. Identificar los subtipos del receptor purinérgico P.X y P,Y expresados en la linea

celular de cancer de pulmoén A549.

2. Determinar si el ATP extracelular regula la capacidad proliferativa de las células

A549.

3. Investigar si la capacidad migratoria de las células A549 es alterada por la presencia

de ATP extracelular.
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VI. METODOLOGIA

Linea Celular A549

La linea celular de adenocarcinoma pulmonar humano A549, fue establecida en
1972 por D.J. Giard et al, a través de un cultivo de un explante de tejido pulmonar
carcinomatoso proveniente de un varén caucasico de 58 anos. Corresponde a células
basales alveolares triploides con un nimero cromosdémico modal de 66 que se encuentra
en el 24% de las células; in vitro las células crecen como una monocapa adherente con
morfologia epitelial (Figura 13). Esta linea celular es utilizada principalmente como modelo
de modelo de células epiteliales pulmonares tipo Il y para la investigacion del cancer, inmuno
oncologia y toxicologia (ATCC, 2024; Giard et al., 1973).

ATCC Number: CCL-185
Designation:  A-549

High Density Scale Bar = 100ym

Low Density ‘Scale Bar = 100um

Figura 13. Morfologia de la linea celular A549 (ATCC)

Cultivo celular

Las células A549 se sembraron en matraces planos de poliestireno de 25 cm? de
superficie en medio de cultivo Advanced-DMEM (Gibco®, EUA) suplementado al 4% de
suero fetal bovino (SFB), 1% de L-glutamina y al 1% de una mezcla de antibidtico-
antimicotico (10,000 ug/ml de estreptomicina, 10,000 unidades/ml de penicilina y 25ug/ml
de anfotericina B). Se mantuvieron en incubacion a 37° C, en una atmosfera humeda y una
mezcla de 5% de CO. y 95% de aire.
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Cada 3 dias el cultivo madre se sometid a un proceso de tripsinizaciéon que consistio

en: a) se retird el medio de cultivo y se realizaron dos lavados con 5 mL de PBS 1x, b) se
adicionaron 2 mL de una solucién salina Tripsina-EDTA al 0.25% (SIGMA-Aldrich) por 5

minutos y posteriormente se agregaron 4 mL de medio completo, c) las células se

despegaron mecanicamente y las suspension celular se centrifugo a 1,500 rpm durante 5

minutos, d) la suspension celular obtenida se utilizé para regenerar el cultivo madre en un

nuevo matraz plano y para para sembrar placas de 6 pozos y cajas Petri de 35 mm para los

ensayos de proliferacion, migracion y de expresion génica.

Ensayo de expresion génica (RT-PCR de punto final)

a) Extraccion del acido ribonucleico total (ARNr)

Una vez que las células sembradas en las placas de 6 pozos alcanzaron la
confluencia deseada, se les recambio el medio y se inicié el tratamiento
correspondiente con un recambio de medio cada 24 horas. Finalizado el tiempo de
tratamiento se procedié a la extraccion del ARN total empleando el kit comercial
FavorPrep TM, Tissue Total RNA Mini (Favorgene, Biotech Corp., China) siguiendo
las instrucciones del fabricante, que se resumen a continuacion: se retird el medio
de cultivo, se realizaron dos lavados con PBS 1X, y las células fueron cosechadas
empleando 500 uL de Tripsina-EDTA al 0.25% inactivada a los 5 minutos con 750 pL
de medio completo y centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos; se les retiro el medio
de cultivo sobrante y se adicionaron 350 uL de buffer de lisis suplementado al 1%
de B- mercaptoetanol, se suspendid con una micropipeta y se trasfirio el
homogenado celular a la columna FARB que contiene el filtro blanco, se centrifugo
a 12,000 rpm por 2 minutos y se desechd la columna FARB; posteriormente el
contenido del tubo colector fue adicionado con 350 pL de etanol frio al 70%, y se
transfirio a la columna FARB con filtro rojo y se centrifugd a 12,000 rpm por 2 minutos,
se retird el sobrenadante y se realiz6 un lavado adicionando el buffer de lavado 1y
dos lavados consecutivos adicionando el buffer de lavado 2, después de cada lavado
la muestra fue centrifugada a 12000 rpm durante 2 min; y por ultimo, la columna se

transfirid a un tubo Eppendorf de 1.5 ml estéril, para la elucion del ARN total se
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agregaron 30 yL de agua libre de ARNasas, pasados 3 minutos a temperatura

ambiente se centrifugd a 12000 rpm por 5 minutos.

b) Cuantificacion de ARN

Concluida la extraccién se determiné mediante espectrofotometria la calidad
y concentracion total del ARN aislado. Se realizé una dilucién con 4 pL de la muestra
de ARN en 196 pL de agua inyectable estéril obteniendo un volumen total de 200 pL.
La evaluacién de la concentracion de ARN se realizé a una longitud de onda de 260
nm y la integridad del ARN se evalud como el cociente obtenido entre las longitudes
de onda 260 nm y 280 nm (A260/A280), considerandose como una muestra de

buena calidad a las que se ubicaron en el rango de 1.8-2.0.

c) Sintesis de acido desoxirribonucleico complementario (ADNc)

Para la sintesis de la cadena de ADNCc, se utilizé el kit comercial High Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystem, EUA), siguiendo las indicaciones
del fabricante. Se preparo un ‘Master Mix’ como se muestra en la siguiente tabla del

cual se agregaron 6 uL para cada microtubo de reaccion:

85°C

120 min

Reactivo Volumen
Buffer de RT 4.0 L
Random
(Iniciadores aleatorios) 05uk
dNTP’s 1.0 L
RevertAid Reverse 0.5 uL
Transcriptase

Figura 14. Protocolo de la reaccion de retrotranscripcion (RT)

Se agreg6 el ARN a una concentracién de 4ug/mL y se ajusté cada tubo a un
volumen final de 20 pL con agua libre de ARNasas. Se empleo un termociclador

Mastercycler S50 (Eppendorf) para realizar la retrotranscripcion mediante el

37



d)

siguiente protocolo: 10 minutos a 25°C, 2 horas a 37°C, 5 minutos a 85°C y finalmente

la temperatura de los tubos se llevo a 4°C para ser almacenados en congelacion.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) punto final

A partir del ADNc obtenido por la retrotranscipcion, se realizé la PCR
empleando el Kit comercial DreamTaq PCR Master Mix (Thermo Scientific, EUA). Se
preparo un ‘Master Mix’ como se muestra en la siguiente tabla obteniendo un

volumen final de 20 pL:

25°C 25°C
10 min 30 seg 72°C 72°C
60 seg 10 min
L. J
30 seg
4°C
35x
Reactivo Volumen
Green Dream Taq 10.0 yL
Primer Foward 1.0 uL
Primer Reverse 1.0 uL
Agua libre de ARNasas 6.0 L
ADNc 2.0 uL

Figura 15. Protocolo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se empleo un termociclador Mastercycler S50 (Eppendorf) con el siguiente
protocolo: 5 minutos a 94 °C, seguidos de 35 ciclos de: 30 segundos a 94°C, 30
segundos a la temperatura media (TM) del oligonucleétido utilizado y 1 minuto a
72°C, posteriormente un periodo de 10 minutos a 72°C y finalmente la temperatura
de los tubos se llevo a 4°C para ser almacenados en congelacion. Las secuencias
de oligonucledtidos utilizados para la PCR punto final se muestran en la siguiente

tabla:
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Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para el ensayo de PCR

Tamaio
. . ‘. . Temperatura . .
Primer Direccion Secuencia . o amplicon
media (°C) (pb)
CTCAGCAGTAGTAACGAAGGAATAG .
4-SMA Foward 61.6 421 pb
Reverse GACCCTGAAGTACCCGATAGA 62.3
. Foward CAAGAGATGGCCACGGCT 73.1 234 ob
B-actina g verse TCCTTCTGCATCCTGTCGGCA 72.7 P
B Foward GGGCTGGACATTGGACTTCC 68.2 201 ob
ax Reverse AGATGGTGAGTGAGGCGGTG 68.1 P
Foward GCTTTCACCTCCAGGATCTATT 62.7
Bcl2 315 pb
Reverse CCCAATACAGGTTCCTTCATACC 63.5
Foward CACTCATTACTTCCGGGTACAG 62.7
BIRC3 420 pb
Reverse AACACTAGAGGGCCAGTTAAAG 60.7
Foward TTGGTGTCACTGCCATGTTT 64.6
Ciclina B1 314 pb
Reverse TAAGCAAAAAGCTCCTGCTG 62.6
Foward AGGCAGTCAACATCCAGGAC 64.5
Ciclina E1 259 pb
Reverse ATCCTCCAAAGTTGCACCAG 64.5
E- Foward TTCCCTCGACACATTCAAAGT 63.8
. 488 pb
Cadherina | Reverse AGCTGTTGCTGTTGTGCTTAACCC 69.4
Foward AGTACCAGGAGGTGAGGATAA 61.5
Ki-67 415 pb
Reverse CTGCACTGGAGTTCCCATAAA 62.3
Foward GGCCCTGTCACTCCTGAGAT 66.0
MMP-2 457 pb
Reverse GGCATCCAGGTTATCGGGGA 70.3
Foward CACATCTACCCACTGCAAGTATAG 64.9
MMP-7 355 pb
Reverse GGGACATTCCTCTGATCCTAATG 60.9
Foward GCTCAGTAGATACGTGTGGTTAG 54.6
P2X1 266 pb
Reverse CGAGGACGGCACTTCTTAAA 54.9
Foward CCCATCAAAGAACAGAGAGGAG 54.9
P2X4 363 pb
Reverse CCGCATAAAGTGCTTGAACAG 54.6
Foward GGGTGGCGTGATAGGAATTA 54 .4
P2X5 253 pb
Reverse TACCAGGTCGCAGAAGAAAG 54 .4
Foward CGTGGAGAATGGAGTGAAGAAG 64.9
P2X7 355 pb
Reverse CAGGATGTTTCTCGTGGTGTAG 63.4
Foward GATTCTGGGCTGTTACGGATTA 54.6
P2Y1 382 pb
Reverse GAGGGTCATGTCTTCACTCTTG 55.1
Foward GTGCTGGGATTACAGGTATGA 55.0
P2Y2 470 pb
Reverse CCAGGAAGTGATGTCAGGTTA 54.9
Foward AGAGGTGAGGGAACCCAATA 55.1
P2Y4 307 pb
Reverse TCTGGTCTGGGTAGAGAAACA 54.9
Foward TAACCGCACTGTCTGCTATG 54.7
P2Y6 450pb
Reverse TTGGCTGTGAGTTTCTGTAGG 54.7
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Foward | AGAAGCTGCGTGTGGCAGCGTTGGT 78.3
P2Y11 369 pb
Reverse | ACGGTTTAGGGGCGGCTGTGGCATT 78.6
. Foward GCTCGAAAGGCCTTCAACTGCAAA 60.4
Snail-1 531 pb
Reverse AGGCAGAGGACACAGAACCAGAAA 60.1
Snail-2 Foward GCAACACATTTGCAGACAGGT 60.3 236 bb
(Slug) Reverse | AACAATGGCAACCAGACAACCGAC 60.2 P
. . Foward AGAACCTGCAGGAGGCAGAAGAAT 64.5
Vimentina 201 pb
Reverse CTTCCATTTCACGCATCTGGCGTT 73.6
Foward TTCAGCATCACCAGGCAGTC 66.6
Zeb-1 736 pb
Reverse TTCAGCATCACCAGGCAGTC 66.6

e) Separacion electroforética de los productos de PCR

f

A partir de los productos de PCR, se realizd una separacion electroforética
mediante un gel de agarosa al 1.2% tenido con bromuro de etidio (BrEt). El gel se
prepara disolviendo 60 mg de agarosa en 50 mL de TAE 1x, se calento la solucion
en intervalos de 30 segundos hasta que se disolvié la agarosa, se adiciono con 4 L
de BrEt y se gelificd durante 30 minutos en la camara de electroforesis a temperatura

ambiente.

Se cargaron 9 UL de cada muestra y 5 pL del marcador de peso molecular
comercial Gene Ruler 100 pb DNA Laddery (Thermo Scientific, EUA). La separacion
electroforética se llevd a cabo en buffer TAE 1x a 65 Voltios, 400 mA durante 90
minutos. Por ultimo, se reveld el gel por medio de la aplicacion de una radiacion UV
302 y obtuvieron tres fotografias en el fotodocumentador Gel Documentation System

Bc AXYGEN para su posterior analisis.

Densitometria

La densitometria de las bandas se realiz6 mediante el software de libre
acceso Image J perteneciente al Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos

de América (NIH, por sus siglas en inglés).
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Ensayo de proliferacion (Conteo celular)

El conteo celular se realiz6 empleando el cultivo de células bajo las condiciones
anteriormente descritas hasta llegar a la confluencia requerida y de manera posterior al
tratamiento con ATP a una concentraciéon de 10 uyM a 500 puM durante 48 horas, se
prepararon a las células para realizar el conteo celular empleando un hematocitémetro
(camara de Neubauer) siguiendo el siguiente procedimiento: a) se retiré el medio de cultivo,
b) se lavaron las células dos veces con PBS 1x, ¢) se agrego a cada pozo 500 pL de Tripsina-
EDTA 0.25% y se dejo incubar por 5 minutos, posteriormente se afiadieron 750 uL de medio
de cultivo, €) la suspension celular se transfirid a tubo Eppendorf y se centrifugé a 5,000
rpm por 5 minutos, d) el sedimento celular fue resuspendido en 1 mL de medio de cultivo,
e) se realizé una dilucion de 10 pL de la suspension celular con 40 uL de azul de tripano
(como colorante vital), ) la dilucion celular fue resuspendida varias veces y se colocaron 10
pl en cada una de las camaras de Neubauer, posteriormente se procedi6 a realizar el conteo
de las células mediante el método de exclusion con azul tripano en un microscopio de
campo claro. El conteo celular se expres6 como el numero de células/ml y los datos

obtenidos fueron normalizados con respecto al valor control.

Ensayo de Migracion

Para evaluar la capacidad migratoria de las células A549 se utilizaron Soportes
Permeables Transwell® con poros de 8 um de diametro (Corning Incorporated, EUA). Se
sembraron células bajo las condiciones antes descritas hasta llegar a la confluencia
requerida y se trataron con ATP a una concentracion de 100 uyM durante 48 horas;
terminado el periodo de incubacion se realizd6 una suspension celular con un ndmero
conocido de células utilizando el conteo con la camara de Neubauer. Se sembré la misma
cantidad de células (25,000 celulas) en el inserto superior de la camara en medio Advance-
DMEM libre de SFB, mientras que en el compartimento inferior de la camara se coloco el
tratamiento con ATP disuelto en medio de cultivo Advance-DMEM suplementado con SFB

como agente quimio atrayente.

Al concluir el periodo de incubacion (16 horas) se retiré el medio de cultivo de los
dos compartimentos y las células que lograron migrar a través de los poros de la membrana,

fueron fijadas con una solucién de metanol - acetona y tefiidas con cristal violeta.

41



Finalmente se obtuvieron microfotografias de 4 campos aleatorios con un
microscopio de campo claro Laica DM1000 utilizando el objetivo 4X, una camara Jenoplik
Jena modelo ProgRes10 plus y el programa ProgRes CapturePro 2.1 para la realizacion del
conteo celular con ayuda del software ImagedJ. Los datos obtenidos fueron normalizados

con respecto al valor control.

Analisis estadistico

El analisis estadistico y graficos se realizaron con el software SigmaPlot 12.5 (Jandel
Corporation, EUA). Se aplico la prueba t de Student, para muestras independiente con
distribucion normal y varianza homogénea, para evaluar la diferencia entre las medias de
los datos obtenidos para cada grupo experimental y se determindé como parametro de
significacion un valor p menor a 0.05 (p<0.05, *); las graficas muestran el valor promedio *

error estandar.
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VIl. RESULTADOS

1.

(©)

Las células A549 expresan el ARNm que codifica para diversos subtipos
de receptores purinérgicos P-.

El ATP como molécula de senalizacion extracelular, actia mediante la
activacion directa o indirecta de los receptores purinérgicos P,, los cuales se
subdividen en P.X y P.Y, siendo los primeros inotropicos, y los segundos,
metabotropicos. Inicialmente, se decidi6 investigar que, receptores purinérgicos P»
estaban presentes en nuestro modelo experimental, para lo cual se evalué por RT-
PCR de punto final, el nivel de expresién del ARNm que codifica para los diferentes
subtipos de receptores P.. Las células de adenocarcinoma pulmonar A549, expresan
una amplia variabilidad de receptores P2X (P2X1, P2Xs, P2Xs y P2X7) y receptores PoY
(P2Y1, P2Y2, PoY4, P2Ye y P2Y44), tal y como se muestra en el apartado Ay B de la

Figura 16, respectivamente. Los receptores P.X detectados, tienen como ligando

(B) P.Y, P,Y. P.Y. P.Ye P,Y..
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Figura 16. Expresion del ARNm que codifica para los receptores P2 en células A549. Fotografia de
un gel de agarosa que muestra el nivel de expresion del ARNm que codifica para los receptores P2X
(A) y receptores P2Y (B). El analisis densitométrico de los productos de PCR refleja la expresion
diferencial de los receptores P2X (C) y receptores P:Y (D) evaluados y expresados en unidades
arbitrarias.
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principal al ATP, mientras que los receptores P.Y, pueden ser activados por
diferentes ligandos, por ejemplo, el receptor P.Ypor ATP/ADP; el receptor P,Y, por
ATP/ADP/UTP/UDP; los receptores P.Y.y P.Ys por UTP/UDP vy, por ultimo, el
receptor P,Y, por ATP/ADP. El analisis densitométrico de las bandas obtenidas en
la electroforesis, revela la expresion diferencial del ARNm que codifica para los
diferentes receptores purinérgicos, observandose la siguiente relacion de expresion
para los receptores P2X: P2X4>P2X1>P2X7>P2X5 (Figura 16C), y para los
receptores P2Y: P2Y1>P2Y6, >P2Y11>P2Y4 (Figura 16D).

. El ATPe estimula la capacidad proliferativa de las células A549.

Diversas publicaciones, han mostrado que el ATP influye de manera
significativa sobre la capacidad proliferativa en diferentes células tumorales, siendo
que el efecto observado depende de la concentracion de ATP presente en el medio
de cultivo, por ejemplo, bajas concentraciones de ATP (< 200 uM) estimulan la
capacidad proliferativa de las células, mientras que, altas concentraciones de ATP
(> 200 uM) la reducen. Se decidi6 evaluar, el efecto que ejerce el ATP extracelular
a diferentes concentraciones sobre la capacidad proliferativa de las células A549.
Las células fueron sembradas en cajas Petri en condiciones de cultivo estandar, y
una vez que alcanzo el 70% de confluencia, se inicio el tratamiento con ATP (de 10
MM hasta 500 uM) por 48 horas. Al finalizar el tratamiento, se realiz6 el conteo de
células vivas mediante el uso de un hematocitometro o camara de Neubauer. La
Figura 17, ilustra que existe un aumento en el numero de células vivas debido a la
presencia de diferentes concentraciones de ATP, para 10 uM y 50 uM, hay un
incremento del 18.9% y del 36.9%, sin ser estadisticamente significativo. A una
concentracion de 100 uM de ATP, se observa un aumento estadisticamente
significativo del 66.7% con respecto a la condicién control. A la mayor concentracion
empleada de ATP (500 uM), se presenta una ligera disminucion del 17.9% con

respecto a la condicion control, sin ser estadisticamente significativa.
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Figura 17. Curva dosis-efecto del ATP sobre el numero de células A549 viables. Las células
A549 fueron mantenidas en presencia de diferentes concentraciones de ATP (10-500 uM) por 48
horas. Al finalizar el tratamiento, se realizo el conteo de células viables, empleando el colorante vital
azul de tripano, en un hematocitometro. Los resultados obtenidos se presentan como la media * el
error estandar de cuatro ensayos independientes graficados con respecto al control. n=4. p* < 0.05

Basado en este resultado, y con la finalidad de evaluar si la estimulacién de
la capacidad proliferativa en las células A549 inducida por 100 uM de ATP, depende
de la duracion del tratamiento, las células A549 fueron tratadas por 24,48 y 72 horas,
y al finalizar cada uno de estos periodos se realizo, el conteo celular. El tratamiento
con ATP a las 48 horas presenta un aumento significativo del 90% en el numero de
células viables con respecto a la condicion control, mientras que, a los tiempos de
24 y 72 horas, no se observa un cambio significativo (Figura 18). Con base a estos
resultados, los experimentos subsiguientes se realizaron usando una concentracion

de 100 uM de ATP por 48 horas de tratamiento.
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Figura 18. Curso temporal del efecto de ATP sobre el numero de células A549 viables. Las células
A549 fueron mantenidas en presencia de 100 uM de ATP a diferentes tiempos (24, 48 y 72 horas). Al
finalizar el tratamiento, se realizé el conteo de células viables, empleando el colorante vital azul de
tripano, en un hematocitémetro. Los resultados obtenidos se presentan como la media + el error
estandar de tres ensayos independientes graficados con respecto al control. n=3. p* < 0.05.

Los cambios observados en el numero de células viables por accion del ATP, pueden
ser explicados por dos factores, uno de ellos, a una reduccion en la tasa apoptética de las
células, lo cual implicaria, un mayor periodo de supervivencia para duplicarse mas veces; y
el segundo factor, un incremento en la tasa proliferativa, lo cual llevaria a una reduccién en
la duracion del ciclo celular. Para poner a prueba estas posibilidades, decidimos evaluar el
nivel de expresion del ARNm que codifica tanto para proteinas involucradas en la evasion

de la apoptosis, asi como de proteinas relacionadas en la regulacion del ciclo celular.

Con respecto a las proteinas implicadas en el control de la apoptosis, evaluamos los
niveles de expresion del ARNm que codifica para Bcl2 (proteina antiapoptética), Bax
(proteina apoptotica) y clAP2 (proteina que inhibe la actividad de las caspasas, enzimas
involucradas en la apoptosis). La presencia de 100 uM de ATP por 48 horas, no modifica de
manera significativa la expresion de Bcl2 con respecto a la condicidon control (Figura 19A).
Para el caso de la proteina Bax, se observa un ligero incremento de 16%, sin alcanzar a ser

estadisticamente significativo (Figura 19B).
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Figura 19. EI ATP modifica la expresion del ARNm que codifica para proteinas implicadas en la
regulacion de la apoptosis. Las células A549 fueron mantenidas en presencia de 100 puM de ATP por 48
horas. Al finalizar el tratamiento, se aislé el ARNm y por ensayo de expresion génica se determind el nivel de
expresion del ARNm que codifica para Bcl-2 (A), Bax (B) y clAP2 (C). Los resultados obtenidos se presentan
como la media * el error estandar de tres ensayos independientes graficados con respecto al control. Todos
los datos fueron normalizados respecto a -actina. n=3. p* < 0.05.

Por otro lado, el nivel de expresion del ARNm que codifica para la proteina clAP, se
ve incrementado mas de un 100% con respecto a la condicion control (Figura 19C). Estos
resultados sugieren, que el tratamiento con 100 uM de ATP reduce la tasa apoptética de las
células A549, aumentando con ello su tiempo de vida y, por ende, el numero de veces que

se duplican.

Adicionalmente, investigamos si la presencia de ATP modifica la duracién del ciclo
celular, para lo cual evaluamos el nivel de expresion del ARNm que codifica para proteinas
relacionadas en la transicion de las fases del ciclo celular: Ki-67 (marcador nuclear de
proliferacion celular, fase S), ciclina E1 (favorece la transicion de la fase G1 a la fase S), y la
ciclina B1 (impulsa la transicion de la fase S a la fase G2/M). La Figura 20C muestra que el
nivel de expresion de Ki-67 no resulta afectado por el tratamiento con 100 uM de ATP por
48 horas, a diferencia de lo que se observa en la expresion de la ciclina E1 (Figura 20A) y
la ciclina B1, (Figura 20B), un aumento significativo en el ARNm que codifica para ambas

ciclinas del 89.9% y del 72.5% respectivamente, esto con respecto a la condicién control.
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Figura 20. El ATP modifica la expresion del ARNm que codifica para proteinas implicadas en la
regulacion del ciclo celular. Las células A549 fueron mantenidas en presencia de 100 uM de ATP por 48
horas. Al finalizar el tratamiento, se aislé el ARNm y por ensayo de expresion génica se determind el nivel de
expresion del ARNm que codifica para Ciclina E1 (A), Ciclina B1 (B) y Ki-67 (C). Los resultados obtenidos se
presentan como la media + el error estandar de tres ensayos independientes graficados con respecto al
control. Todos los datos fueron normalizados respecto a B-actina. n=3. p* < 0.05.

Estos resultados en su conjunto sugieren que el incremento observado en la
densidad celular de la linea tumoral A549, cuando son estimuladas con ATP extracelular, se
por un lado, a un aumento en la progresion del ciclo celular, acortando su duracion, e
incrementado su tasa proliferativa, y por otro lado, reduciendo su capacidad apoptética,

incrementado con ello la supervivencia celular.
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3. EI ATPe promueve un aumento de la capacidad migratoria de las
células A549

Una vez que evaluamos el efecto que ejerce el ATP sobre la densidad celular en la linea
tumoral A549, se decidid explorar, si el ATP, también era capaz de influir en su capacidad
migratoria. Las células A549 fueron mantenidas en presencia de 100 uM de ATP por 48
horas, al finalizar el tratamiento, las células fueron cosechadas, contadas y sembradas en
los insertos de las camaras tranwell, para poder llevar a cabo el ensayo de migracion. Las
microfotografias ilustradas en la Figura 21A, muestran con claridad que la presencia de ATP
favorece la capacidad migratoria de las células A549, al realizar el conteo celular en cada
una de las condiciones experimentales, empleando el software Image J, se observa en el
grafico de la Figura 21B, que el ATP induce un incremento significativo del 30.1% en el

numero de células que logran atravesar la membrana del inserto de la camara transwell.
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Figura 21. El ATP favorece la capacidad migratoria de las células A549. Las células A549 fueron
mantenidas en presencia de 100 uM de ATP por 48 horas. Al finalizar el tratamiento, las células fueron
cosechadas y sembradas en los insertos de las camaras transwell para el ensayo de migracion.

(A) Microfotografias obtenidas en un microscopio de campo claro de células tefiidas con cristal violeta.
(B) Grafico del conteo celular de cada condicion experimental empleando el software Image J. Los
resultados obtenidos se presentan como la media + el error estandar de tres ensayos independientes
graficados con respecto al control. n=3. p** < 0.01
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La capacidad migratoria de una célula depende de su fenotipo, si el fenotipo es
epitelial, la capacidad migratoria sera minima, mientras que, si presenta un fenotipo
mesenquimal, esta sera alta. Las células tumorales de origen epitelial, durante el desarrollo
y progresién tumoral, transitan del fenotipo epitelial al fenotipo mesenquimal, incrementando
con ello su potencial de hacer metastasis. Con base a estos antecedentes, se decidi6
investigar si la presencia de ATP en el medio de cultivo favorece la transicion epitelio-
mesénquima de las células A549, para lo cual evaluamos el nivel de expresion del ARNm
que codifica para E-cadherina (marcador molecular del fenotipo epitelial), vimentina y
a—SMA (marcadores moleculares del fenotipo mesenquimal). La Figura 22A muestra que el
tratamiento con ATP no altera el nivel de expresion del ARNm de E-cadherina, pero si,
incrementa de manera siginificativa, los niveles de expresion del ARNm que codifica para
vimentina (26.6%) (Figura 22B) y o-SMA (65.9%) (Figura 22C), con respecto a la condicion

control, favoreciendo con ello el fenotipo mesenquimal de las células A549.
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Figura 22. El ATP favorece el fenotipo mesenquimal de las células A549. Las células A549
fueron mantenidas en presencia de 100 uM de ATP por 48 horas. Al finalizar el tratamiento, se aislé
el ARNm y por ensayo de expresién génica se determiné el nivel de expresion del ARNm que
codifica para E-cadherina (A), Vimentina (B) y a-SMA (C). Los resultados obtenidos se presentan
como la media + el error estandar de tres ensayos independientes graficados con respecto al
control. Todos los datos fueron normalizados respecto a -actina. n=3. p* < 0.05; p** < 0.01
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Los cambios moleculares que contribuyen a la transicion del fenotipo epitelial al
fenotipo mesenquimal dependen de la expresion y actividad de un grupo de proteinas,
llamado genéricamente, factores de transcripcidn asociados a la transicion epitelio-
mesénquima (FTAEMT). Por esta razon, evaluamos los niveles de expresion del ARNm que
codifica para tres factores de estos factores de transcripcion: Snail 1, Snail 2 y Zeb 1. De
igual manera, las células A549 fueron mantenidas en presencia de 100 yM de ATP por 48
horas, al finalizar el tratamiento fueron sometidas a ensayos de expresion génica. La Figura
24, muestra que el ATP no induce un cambio significativo en el nivel de expresién del ARNm
que codifica para Zeb 1 (Figura 23A) y Snail 2 (Figura 23B), pero si, induce un aumento
significativo en la expresién de Snail 1 (93.2%) con respecto a la condicion control (Figura
23C). La expresidon de Snail 1, reprime directamente la expresion de E-cherina, e
indirectamente, favorece la expresion de Vimentina y a-SMA, asegurando con ello, el
fenotipo mesenquimal de las células, y con ello, su capacidad metastasica. o mesenquimal

de las celulas tumorales.
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Figura 23. EI ATP modifica la expresion del ARNm que codifica para los factores de
transcripcion asociados a la transicion Epitelio-Mesénquima. Las células A549 fueron mantenidas
en presencia de 100 uM de ATP por 48 horas. Al finalizar el tratamiento, se aislé6 el ARNm y por
ensayo de expresion génica se determiné el nivel de expresion del ARNm que codifica para Zeb1 (A),
Snail 2 (B) y Snail 1 (C). Los resultados obtenidos se presentan como la media + el error estandar de
tres ensayos independientes graficados con respecto al control. Todos los datos fueron normalizados
respecto a B-actina. n=3. p* < 0.05.
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El potencial metastasico de las células tumorales, no solo depende de su capacidad
migratoria, sino también de su capacidad invasiva, la cual involucra, la expresion y secrecion
de enzimas metaloproteinasas al espacio extracelular, para degradar la lamina basal y
elementos de la matriz extracelular, con el fin de facilitar el movimiento de las células
tumorales, hacia vasos sanguineos o linfaticos, para su diseminacion a otros tejidos vy
organos, completandose de esta manera, el proceso de metastasis. De manera preliminar,
evaluamos si el tratamiento con 100 uM de ATP por 48 horas, modifica la expresion del
ARNmM que codifica para la metaloproteinasa tipo 7 (MMP-7) y metaloproteinasa tipo 2
(MMP-2). La Figura 24 muestra que el ATP no afecta el nivel de expresion de la MMP-2 y la
MMP-7, con respecto a la condicion control, sera necesario evaluar posteriormente, a través

de una zimografia, si el ATP es capaz de modificar la actividad proteolitica de estas enzimas.
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Figura 24. El ATP no altera la expresion del ARNm que codifica para proteinas implicadas en la
metastasis. Las células A549 fueron mantenidas en presencia de 100 uM de ATP por 48 horas. Al
finalizar el tratamiento, se aislé6 el ARNm y por ensayo de expresion génica se determind el nivel de
expresion del ARNm que codifica para la MMP-7 (A) y la MMP-2 (B). Los resultados obtenidos se
presentan como la media + el error estandar de tres ensayos independientes graficados con respecto
al control. Todos los datos fueron normalizados respecto a -actina. n=3. p* < 0.05.
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VIIl. DISCUSION

Ente los diversos tipos de cancer, el cancer de pulmoén es el de mayor incidencia y
la primera causa de muerte por cancer reportada en 2022 de manera global (IACR, 2022b)
y se estima un aumento continuo en su incidencia para el 2035, por lo que representa un
desafio de salud publica a nivel mundial (Luo et al., 2023). El desarrollo del cancer involucra
la adquisiciéon de mutaciones que le confieren a la célula una ventaja de crecimiento
selectivo (Mitrus, Bryndza, Sochanik, & Szala, 2012; Vogelstein & Kinzler, 2004), asi como
la desregulacion en la expresion de genes de estabilidad, oncogenes y supresores
tumorales (Wang, Wu, Rajasekaran, & Shin, 2018) y se relaciona positivamente con la
presencia de sefales regulatorias presentes y generadas por las células que conforman el
microambiente tumoral (Y. Cao et al., 2023). La sefalizacion proliferativa sostenida es una
caracteristica fundamental de las células tumorales durante carcinogénesis y la progresion
de diferentes tipos de cancer, incluido el cancer de pulmon (D. Hanahan & Weinberg, 2011).
El crecimiento y la metastasis son la principal causa de muerte por cancer, por tanto, es
relevante el estudio de los mecanismos moleculares implicados en la fisiopatologia del

cancer de pulmon (Wood et al., 2014).

El ATP es considerado la fuente principal de energia intracelular, se genera durante
la respiracion celular y es utilizado en una amplia gama de procesos que requieren energia
como la sintesis de macromoléculas, la senalizacion, el transporte activo, etc. sin “*embargo,
se ha destacado su importancia como molécula de sefalizacion (Alvarez, Troncoso, & Espelt,
2022; Di Virgilio et al., 2018; Shukla et al., 2024); el ATPe actua a corto plazo en procesos
como la neurotransmision, la neuromodulacion y la neurosecrecion, pero también tiene una
funcion potente a largo plazo sobre la proliferacion, diferenciacion y muerte celular durante

el desarrollo y la regeneracion tisular (Burnstock, 2020).

El ATP tiene un rol importante en diversos procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos en
casi todos los tipos de tejidos (Shukla et al., 2024); de manera especifica en el pulmén esta
implicado en la homeostasis de la via respiratoria regulando la respuesta de defensa contra
infecciones, el aclaramiento mucociliar epitelial, la secrecién de cloruro, el transporte de K*,
el control de la secrecidon de surfactante por las células alveolares y un aumento en las

concentraciones de ATPe se ha implicado como un patron molecular asociado al peligro
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(DAMP) (Clunes & Kemp, 1996; Grygorczyk et al., 2019; Lazarowski et al., 2011; Satoru et
al., 2016). De manera especifica, se ha demostrado que la liberacion de ATPe puede ser
inducida por estiramiento o por estrés hipotdnico en las células A549 y Calu-3 (Grygorczyk
et al., 2019), la liberacion también puede ser dependiente del aumento de calcio intracelular,
en las células Calu-3 (Kreda et al., 2007) o estimulada por factores de crecimiento como
TGF-B1, en las células H292 (Takai, Tsukimoto, Harada, & Kojima, 2014) y la inflamacion
también puede participar en la liberacion de este nucledtido (Okada et al., 2013). Por lo que
la senalizacion mediada por el ATPe se le ha implicado en la patogénesis de diversas
enfermedades respiratorias entre las que se encuentran la enfermedad pulmonar

obstructiva cronica, el asma, la fibrosis y el cancer de pulmon (Satoru et al., 2016).

Existe un creciente interés en la participacion de la sefalizacién purinérgica
implicada en la progresion y su posible potencial terapéutico en el cancer (Burnstock & Di
Virgilio, 2013); el ATPe se acumula en el microambiente tumoral proveniente del dafno la
membrana celular, durante condiciones de estrés celular como la hipoxia y la inflamacién e
inclusive en respuesta a la radiacidn gamma o por un eflujo a través de alguna de las vias
especificas de liberacion regulada por lo que, la concentracion final de ATPe depende tanto
del proceso de liberacidén y como del proceso de degradacion (Di Virgilio, 2012; Shukla et
al., 2024; Wood et al., 2014).

Los receptores purinérgicos P2X y P2Y son receptores del ATPe, y estos se
expresan ampliamente en multiples tipos de células, incluidas las células tumorales; que el
aumento en la concentracién de ATPe sea beneficiosa o perjudicial para la progresion
tumoral dependera de la concentracion y del perfil de receptores P2 expresado en la
superficie de las células tumorales (Di Virgilio, 2012; Vultaggio-Poma et al., 2020; Woods et
al., 2021)

En este trabajo evaluamos la expresion, a nivel de ARNm, de algunos de los
receptores pertenecientes a la familia P2, tanto P.X y P,Y. Se extrajo el ARN total de las
células A549 y se examiné la expresion genética mediante RT-PCR de punto final. Nuestro
modelo celular expresa de manera diferencial a los receptores P2: en relacion con la
subfamilia P2X, las células A549 expresaron el ARNm de los receptores P2X1, P2Xs, P2Xs y
P2X; siendo el receptor P.X4 el mayormente expresado en condiciones de cultivo estandar,

este resultado concuerda con lo previamente reportado por Takai et al. en este mismo

54



modelo celular siendo el ARNm de P2X, el de mayor nivel de expresién en comparacion con
los otros 6 subtipos (Takai et al., 2012); de manera especifica la expresion y activacion de
P2.X4se ha implicado en promover el estado metastasico y la transicion epitelio mesénquima
en otros modelos celulares como en las células 4T1 (Chadet et al., 2022) y en las células
AGS y MKN-45 derivadas de adenocarcinoma gastrico (Reyna-Jeldes, De la Fuente-Ortega,
et al., 2021). En el estudio comparativo de la expresion de los receptores P2 entre de dos
lineas celulares de adenocarcinoma humano, A549 y H23, y células epiteliales de las via
respiratorias humana BEAS-2B realizado por Song et al. se muestra un incremento en la
expresion del ARNm de los receptores P2Xs, P2Xs y P2Xs en las células provenientes de

cancer pulmonar (Song et al., 2016).

Para el caso de los receptores de la subfamilia P.Y, las células A549 expresaron el
ARNm de los receptores P,Y4, P.Y2, P.Y4 y P2Y 14 siendo el receptor P,Y, el de mayor nivel
de expresion y el receptor P,Y, el de menor nivel de expresion en condiciones de cultivo
estandar; la expresion de estos receptores concuerda con el trabajo de Takai del 2012 pero
contrasta con reportado Schéafer et. al en 2003 que evaluaron de igual forma la expresion
del ARNm de los receptores P,Y donde solo se detectd el ARNm especifico para el receptor
P.Y. y P.Ys mientras que no se pudo encontrar ningun transcrito para el receptor P,Y: o
P.Y4 (Schafer, Sedehizade, Welte, & Reiser, 2003; Takai et al., 2012); el trabajo mas reciente
de Song et. al, al igual que nuestro trabajo, reporta la presencia de transcritos para los
receptores P.Y4, P.Y2, P.Y4y PoY4q en las células A549 y H23, asi como que su expresion se
encuentra aumentada en relacion con las células epiteliales pulmonares (Song et al., 2016).
Estos resultados confirman el perfil diferencial de expresion de estos receptores P. Xy P.Y

en este modelo celular de adenocarcinoma pulmonar.

El ATPe es una molécula clave en la aparicion y desarrollo tumoral ejerciendo un
efecto opuesto sobre la proliferacion celular, el crecimiento tumoral, la apoptosis la
migracion, invasién y la metastasis (Burnstock & Di Virgilio, 2013; Y. Cao et al., 2023);
algunos estudios reportan que el ATPe induce la proliferacion de varios tipos de células
humanas, como por ejemplo en las células de adenocarcinoma de colon Caco-2 (Buzzi,
Boland, & Russo de Boland, 2010; Shatat, Mahgoup, Rashed, Saleh, & Akool, 2024), de
adenocarcinoma gastrico AGS y HGC-27 (Dong et al., 2022), de adenocarcinoma
pancreatico MIA PaCa-2 (Choi et al., 2018), de hepatocarcinoma HepG2 y BEL-7404 (Xie et

al., 2014), de carcinoma ovarico SKOV-3 (Vazquez-Cuevas et al., 2014) entre otras; por el
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contrario, otros estudios informan que el ATPe suprime la proliferacion de las células
glioblastoma U87 (Ledur et al., 2012), de carcinoma colorectal HT-29 (Hépfner et al., 2001)
y las células de carcinoma nasofaringeo 5-8F y CNE-2 (G. Yang et al., 2014), etc.; estos
efectos opuestos informados podrian resultar del uso de diferentes tipos/lineas celulares de

cancer o de diferentes escalas de tiempo de estimulacion con nucleétidos.

La proliferaciéon descontrolada es una caracteristica distintiva del crecimiento de
tumores malignos (Douglas Hanahan, 2022; D. Hanahan & Weinberg, 2011). Inicialmente
evaluamos el efecto del ATPe sobre la proliferacion de las células A549 tratando a las células
por 48 horas con concentraciones crecientes de ATP en el rango de 10-500 pM;
encontramos que el ATPe estimuldé un aumento de la poblacién celular dependiente de la
concentracion en el rango de los 10-100 uM teniendo un efecto maximo significativo a los
100 uM y una disminucién con la concentracion mas alta utilizada (500 uM). El efecto
estimulatorio a la concentracién 100 uM coincide con lo reportado en modelos celulares de
diversos adenocarcinomas (Choi et al., 2018; Dong et al., 2022; Hevia et al., 2019) y en
modelos celulares tumorales provenientes de pulmén (Schéfer et al., 2003); y el efecto
bifasico del ATPe sobre la proliferacion también ha sido reportado en las células de
neuroblastoma ACN en donde hay un aumento de la proliferacién celular estimulada por
ATP en rango de concentracion 50-500 yM y una disminucién en la condicion de 1 mM
(Raffaghello, Chiozzi, Falzoni, Di Virgilio, & Pistoia, 2006) y en las células MCF-7 tratadas en
el rango de concentracion micromolar, donde en la condicién de 100 uM se observé un
aumento maximo y una disminucion maxima a una concentracion mayor en la condicion de
100 uM (Chadet et al., 2014); sugiriendo que una baja concentracion de ATP, en
comparacién a concentraciones mayores, ejerce efecto positivo sobre la proliferaciéon
celular. Al evaluar si el efecto estimulatorio del ATPe sobre la proliferacion a la
concentracion de 100 uM es dependiente de la duracion del tratamiento realizamos un curso
temporal que confirmo un maximo efecto a las 48 horas y una disminucién del efecto
proliferativo en el tratamiento de 72 horas, en las células Caco-2 de adenocarcinoma
colorrectal no se observaron cambios en la viabilidad celular a las 24 horas de tratamiento
con 100 uM de ATP pero si un aumento significativo a las 48 horas de tratamiento (Shatat
et al., 2024). El efecto negativo de la exposicion mas prolongada ha sido reportada en otros
modelos celulares, como en las células Panc-1y BxPC-3 (Giannuzzo et al., 2015), sugiriendo

que la estimulacion cronica con ATPe influye sobre la homeostasis del calcio cuya
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desregulacion indice en el daio y muerte celular (Zheng, Zychlinsky, Liu, Ojcius, & Young,
1991).

La evasion y regulacion de la tasa apoptotica es una estrategia que las células
cancerigenas desarrollan para mantener el crecimiento tumoral (D. Hanahan & Weinberg,
2011); una forma de evaluarlo es a través de la relacién entre en nivel de expresion las
proteinas Bcl-2 antiapoptoticas y proapoptoticas que determinan si las células sobreviven o
mueren regulando la apoptosis por la via intrinseca; bajo nuestra condicion experimental no
encontramos un cambio significativo en el ARNm que codifica para la proteina Bcl-2
proapoptotica y para la proteina Bax antiapoptética tras la estimulacion de ATP 100 pM por
48 horas, este resultado es contrario con lo reportado por Song et. al en las células H23 y
A549 donde observaron un aumento de la relacion Bcl-2/Bax a nivel de proteina que
promueve la supervivencia celular tras la estimulacion con ATPe (Song et al., 2016) y estas
diferencias podrian deberse principalmente a la diferencia de ATP concentracion utilizada,
duracion del tratamiento y al método experimental utilizado para evaluar el nivel de
expresion de estos elemento. Hay muchas formas en las que una célula puede adquirir la
capacidad de la evasién de la apoptosis, aparte del desequilibrio entre las proteinas pro y
antiapoptéticas otra estrategia es el aumento en la expresion de proteinas inhibidoras de la
apoptosis (IAP) (Wong, 2011); al evaluar si el ATP inducia cambios en los niveles de ARNm
para la proteina clAP2 encontramos un aumento significativo con relacion a la condicion
control, por lo que el ATPe podria influir en la expresion de este grupo de proteinas
reguladoras, entre las cuales XIAP y survivina NSCLC se han reportado incrementadas a
nivel de ARNm y proteina en muestras clinicas de pacientes con NSCLC (Krepela et al.,
2009).

La tasa proliferativa es un marcador prondstico en algunos tumores, Ki-67 es un
marcador de antigeno nuclear, una proteina de union al ADN, que se asocia a la proliferacion
ya que es expresado en células en replicacién durante todas las fases del ciclo celular (G1,
S, G2 y M) pero no expresado en células quiescentes (G0) (Sun & Kaufman, 2018; Tabata
et al., 2014), se encuentran en las células que estan en el ciclo de crecimiento y de manera
general una tasa positiva mas alta indica una mayor proporcién de células tumorales en la
fase de crecimiento y un crecimiento tumoral mas rapido (Sun & Kaufman, 2018). Diversos
trabajos han correlacionado la expresion de Ki67 de muestras de NSCLS con la

supervivencia y el prondstico siendo los resultados diversos: asociandose con un indice de
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riesgo de muerte mas alto de muerte y mayor recurrencia (Grant et al., 2018) y en otros
casos como un factor de mejor prondstico para la supervivencia (Martin et al., 2004). Al
evaluar si el tratamiento con ATPe induce cambios en la expresidn de este marcador a nivel
del mensajero en las células A549 no encontramos cambios en relacion con el control por

lo que su expresion no estaria influenciada por la estimulacién con ATPe.

Respecto a la progresion del ciclo celular, las senales y mutaciones asociadas al
cancer perturban el control del ciclo celular permitiendo la divisién celular sostenida
(Douglas Hanahan, 2022; Matthews, Bertoli, & de Bruin, 2022); el regulador clave de los
procesos del ciclo celular es la actividad de complejos cilcina/CDK: las cinasas dependientes
de ciclina (CDK) forman complejos con sus subunidades reguladoras, conocidas como
ciclinas y estos los complejos regulan una progresion de los eventos celulares desde un
estado de quiescente, la fase de crecimiento celular, la replicacion del ADN y finalmente a
la division celular; las ciclinas se acumulan de manera especifica y diferencial en las distintas
etapas del ciclo celular, y esta interdependencia garantiza que la progresion del ciclo celular
sea secuencial y unidireccional (Casimiro, Crosariol, Loro, Li, & Pestell, 2012; Matthews et
al., 2022). El ATPe incrementa la expresion de la ciclina A2 en las células de fibroblastos
ER-1-2 (J. J. Yang & Krauss, 1997) y en las células Caco-2 de adenocarcinoma colorrectal
via la activacion de los receptores P.Y (Shatat et al., 2024) y promueve la expresion de la
ciclina D1 en las células de musculo liso vascular (. T. Lee et al., 2013), en astrocitos (Neary,
Kang, & Shi, 2005) y en las células de cancer de mama MCF-7 y MDA-MD-231 via P,Y»-[3-
catenina (J. L. Zhang et al., 2017).

En las células A549 mostramos que el tratamiento con ATPe genera un incremento
significativo en la expresion del ARNm de la ciclina B1 y ciclina E1; la progresion del ciclo
celular en el cancer esta impulsada por la acumulacion de actividad de los complejos
ciclina/CDK durante la interfase y la fase M: el complejo ciclina E1/CDK impulsa la transicion
del ciclo celular de la fase GO a la fase S, activando la transcripcion dependiente de E2F de
la propia ciclina E y ciclina A favoreciendo el inicio de la transcripciéon y de la fase S, y la
subsecuente acumulacién de la actividad de ciclina B/CD1 impulsa la entrada a la fase
mitotica y permite la activacion del APC/Cdc20, que es necesario para la salida mitética, la
degradacion de ciclinas y para completar el ciclo celular (Matthews et al., 2022); por tanto
la regulacion a la alza en la expresion de estas ciclinas contribuye al efecto proliferativo

positivo inducido por el ATPe en las células A549.
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La migracion celular es un paso primordial en el proceso metastasico (Paul, Mistriotis,
& Konstantopoulos, 2017), multiples factores pueden impulsar, dirigir y regular la motilidad
de las células tumorales y se ha reportado que el ATPe puede incidir sobre la capacidad
migratoria en diferentes lineas celulares (Liu et al., 2018; Sharma et al., 2021; J. L. Zhang et
al.,, 2017; Zhou et al., 2022); al realizar el ensayo de migracion en camara Transwell
encontramos que el tratamiento con 100 uM de ATP por 48 horas potencia la capacidad
migratoria de las células A549, este resultado coincide con el efecto reportado previamente
por Cao et. al en 2019 y Bai et. al en 2023 en este mismo modelo celular en ensayos
realizados con una diferencia de tratamiento de 16-24 horas (Bai et al., 2023) asi como en
otros modelos de NSCLC, las células H1299 y Hop-92 (Yanyang Cao et al., 2019).

En el proceso de metastasis tumoral intervienen muchos factores, pero la transicion
epitelio-mesénquima (TEM) es un proceso clave durante el desarrollo tumoral y su
progresion y esta estrechamente relacionada con los procesos de migracién e invasion en
el NSCLC; el ATPe actua como un mensajero que puede activar sefales inductoras de la
TEM: al modificar los niveles de proteinas asociadas a la TEM e inducir cambios en la
morfologia y motilidad de las células de cancer de pulmén (Alvarez et al., 2022; Bai et al.,
2023; Y. Cao et al., 2023; Wood et al., 2014); Los cambios en la expresién génica que
contribuyen a la represién del fenotipo epitelial y la activacion del fenotipo mesenquimal
involucran reguladores maestros: los factores de transcripcion Snail, Twist y Zeb, su
expresion se activa en las primeras etapas de la TEM y a menudo los mismos factores de
transcripcién dirigen tanto el proceso de la represién como la activacion de genes epiteliales
y mesenquimales (Lamouille, Xu, & Derynck, 2014). Por lo que inicialmente evaluamos la
expresion del ARNm para diferentes factores de transcripcion principales en este proceso:
Snail 1, Snail 2 y Zeb 1: el tratamiento con ATPe no modifico la expresion del ARNm que
codifica para Zeb 1 con relacion a la condicién control pero si mostro un aumento en la
tendencia en la expresion del ARNm para Snail 2 y un aumento significativo en el ARNm
para Snail 1; los factores Snail regulan una gran variedad de elementos esenciales de la
TEM directamente reprime directamente marcadores epiteliales como la E-cadherina y las
claudinas pero también regula positivamente marcadores del fenotipo mesenquimal, que
incluyen vimentina y fibronectina e incide sobre la expresion de correpresores como el caso

de Zeb 1 (Kaufhold & Bonavida, 2014; Lamouille et al., 2014); se ha demostrado que el ATPe
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también incrementa la expresion de Snail 1 en otros tipos de carcinomas (Li et al., 2013; Y.
Qiu et al., 2018; Zhou et al., 2022).

Con este resultado y dado que los niveles de expresion de expresion de muchos de
los genes blanco de los factores Snail son utilizados como indicadores de prondstico, los
cambios en los niveles de marcadores epiteliales y mesenquimales se utilizan de manera
comun para indicar la aparicion de la TEM (Bai et al., 2023; Kaufhold & Bonavida, 2014),
evaluamos los cambios de marcadores tanto epiteliales como mesenquimales después de
la estimulacion con 100 uM de ATP por 48 horas; el ATPe no modifico la expresion del
ARNmM que codifica para E-Cadherina sin embargo si modifico a la alta la expresién del
ARNmM que codifica para vimentina y la actina de musculo liso alfa (a-SMA) de manera
significativa; Snail1 regula positivamente la vimentina durante la TEM, en la que las células
epiteliales, que normalmente expresan filamentos intermedios de queratina, comienzan a
expresar vimentina (Kaufhold & Bonavida, 2014; Lamouille et al., 2014) y la sobreexpresion
de vimentina es evidente en el cancer de mama y prdostata, entre otros y esta se correlaciona
con una mayor invasividad y capacidad migratoria (Gilles et al., 2003; Zhao, Yan, Long, Chen,
& Wang, 2008); el aumento en la expresion de vimentina fue también reportado por Cao et.
al en 2019 a nivel de proteina posterior al tratamiento con ATP 0.5 mM por 24 horas en las
células A549, por Bai et al., 2023 detectado en tejidos provenientes de tumores
trasplantados en un modelo de xenoinjerto administados periodicamente con 300 uM de
ATP (Bai et al., 2023) y en muestras de tejido proveniente de adenocarcinoma pulmonar
con metastasis de ganglios linfaticos (Du, Chen, Zhou, Han, & Che, 2014); La a-SMA es
considerada un marcador mesenquimal, contribuye a la migracion e invasién de células
tumorales principalmente mediante la supresion de la expresion de E-cadherina, se ha
demostrado un aumento en su expresion en células de cancer de mama MCF-7 resistentes
a tamoxifeno (Kim et al., 2019), en células SCC-25 (El-Kammar, Afifi, & AbdulKhalik, 2019)
y muestras de tejido de carcinoma oral de células escamosas (Ding et al., 2014), y de
manera especifica en el pulmoén, muestras de adenocarcinoma pulmonar muestran un
aumento en la expresion de a-SMA en comparacion al tejido pulmonar adyacente (Du et al.,
2014; H. W. Lee et al,, 2013), la expresion de a-SMA en NSCLC se ha asociado con la
metastasis al cerebro (Lee et al., 2012). Concluyendo que el ATPe favorece la migracién y
el fenotipo mesenquimal en las células A549 incrementando la expresion de a-SMA y

vimentina.
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Los factores de transcripcion de la TEM regulan la expresion de las
metaloproteinasas de matriz (MMP), estas son una familia de endopeptidasas dependientes
de zinc cuya funcién es escindir proteinas de la matriz extracelular (colageno, laminina, etc)
y su sobreexpresion de las MMP esta fuertemente asociada con la invasion de células de
cancer (Douglas Hanahan, 2022; Kelley et al., 2019). Finalmente, al evaluar si el ATPe incide
sobre la expresion de ARNm que codifica para MMP-2 y MMP-7 no encontramos cambios
comparados con la condicion control, en el estudio de Cao et al., 2019 se reporta un
aumento del ARNm para MMP-7 y MM-P9 en las células A549 pero a una concentracién
mayor de ATP 0.5-1 mM, pero sin incidir sobre el nivel de expresion de MMP-13 con el
tratamiento con ATP 0.5 mM (Yanyang Cao et al., 2019) por lo que probablemente bajas
concentraciones de ATPe no modifiquen los niveles de expresion del ARNm para diferentes

MMP’s en las células A549.
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IX. CONCLUSIONES

- Las células A549 expresan de manera diferencial el ARNm de los receptores
purinérgicos de la familia P2: P2X4, P2X4, P2X5, P2X7, P2Y1, P2Y4, PzYey PoY 1.

- La presencia de ATPe exacerba la capacidad proliferativa de la linea celular A549
incidiendo positivamente en el nivel de expresion del ARNm que codifica para la

proteina anti-apoptotica clAP2 y para las ciclinas E1 y B1.

- La capacidad migratoria de las células A549 es estimulada por el ATPe,
incrementando la expresion del ARNm de los elementos asociados a la transicion

epitelio-mesénquima: Snail-1, vimentina y a-SMA.
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