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RESUMEN

La adenosina es una molécula ubicua que se obtiene a partir de la hidrélisis de nucledtidos
de adenina. Los receptores de adenosina P1 (A1, Axa, A2s ¥ A3), pertenecen a la familia de
receptores purinérgicos y son receptores acoplados a proteinas G que se encuentran
ampliamente distribuidos en nuestro organismo. Los receptores Ai son receptores
acoplados a proteinas Gi/,, los receptores A, estan acoplados a proteinas Gs, los receptores
Azg a proteinas Gs/q, y finalmente los receptores As se encuentran acoplados a proteinas
Gi/q. En condiciones fisioldgicas la concentracidn extracelular de adenosina se mantiene en
rangos nanomolares, pero en el cancer, las concentraciones de adenosina pueden llegar a
alcanzar rangos micromolares. La adenosina se une a sus receptores a sus receptores en las
células del microambiente tumoral (MAT) ejerciendo una variedad de efectos. Se han
reportado efectos tanto protumorales como antitumorales en diferentes lineas celulares de
cancer a través de la estimulacion de los diferentes subtipos de receptores de adenosina, y
un mecanismo mediante el cual se producen estos efectos esta relacionado con el cambio
en las concentraciones de Ca?* intracelular. En el presente trabajo se estudid la presencia
de receptores de adenosina (A1 y As) en una linea celular de cancer de pulmén murino
(LPO7) y su participacién en los cambios intracelulares de Ca?*. Se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia que mostraron la expresién del receptor A1 en nucleo y citoplasma; y
la expresion del receptor Az en nucleo, citoplasma y membrana plasmatica. También se
midieron los cambios intracelulares de Ca%* como consecuencia de la administraciéon por
microperfusién de diferentes concentraciones de adenosina (100nM, 300nM, 1 uM, 10 uM,
30uM y 100uM) observandose un aumento con todas las concentraciones utilizadas en
ausencia y presencia de Ca?* extracelular, lo que nos indicé que el aumento intracelular de
Ca?* se debe principalmente a la actividad de los canales de liberacién de Ca?* del reticulo
endoplasmatico. Finalmente, para confirmar el efecto agonista de la adenosina en los

cambios intracelulares de Ca?* se utilizé un antagonista de receptores de adenosina.



INTRODUCCION

Cancer

El cancer ha estado presente a lo largo de |a historia de la humanidad. Los papiros de Smith
y Ebers, papiros del antiguo Egipto escritos entre los afios 1500-1600 A.C, contienen las
primeras descripciones del cancer de las que se tenga registro escrito (Robinson, 1944). El
caso mas antiguo de cancer documentado cientificamente es el de un rey Escita de entre

40y 50 afios que se calcula vivié hace mds de 2700 aios (Faguet, 2015).

Definicion

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2020) define al “Cancer” como un término
genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier
parte del organismo. En este amplio grupo de enfermedades, mutaciones genéticas
conducen a un crecimiento celular no regulado, la invasién y diseminacidn de células desde
un sitio de origen, o sitio primario, hacia otros sitios del organismo (Pecorino, 2012; Karp et

al., 2015).

Los dos principales tipos de genes mutados que contribuyen al desarrollo del cdncer son
proto-oncogenes, que en su estado mutado reciben el nombre de oncogenes, y los genes

supresores de tumores (Zhu et al., 2015).

Alteraciones epigenéticas como metilacién del ADN, modificaciones de la cromatina,
posicionamiento de nucleosomas vy alteraciones en los perfiles de ARN no codificantes

también pueden contribuir a la iniciacién y progresién del cancer (Kanwal, 2015)

Caracteristicas distintivas del cancer
En el afio 2000, Hanahan y Weinberg propusieron agrupar seis caracteristicas distintivas del
cancer, las cuales comprenden aquellas alteraciones fisioldgicas adquiridas por la célula

cancerosa durante el desarrollo y progresidon de la enfermedad. En una nueva revision,



realizada once afios después, los autores propusieron agregar cuatro caracteristicas

adicionales (Hanahan & Weinberg, 2000; 2011) (Figura 1).
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Clasificacion

El Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos (NCI, por sus siglas en inglés) clasifica a
los diferentes tipos de cancer, dependiendo del tipo de tejido en el que se origina, en seis
diferentes categorias: carcinomas, sarcomas, linfomas, mielomas, leucemias y de tipo

mixto.

Los carcinomas se originan en células epiteliales de la piel, tracto gastrointestinal, érganos
internos y otros sitios anatémicos; los sarcomas proceden de musculos, tejido adiposo,

hueso o vasos sanguineos y los linfomas se originan en el tejido linfoide (Carbone, 2020).

Los mielomas, linfomas y leucemias incluyen una variedad de tipos de cancer que se
originan en las células sanguineas de la médula ésea o del sistema linfatico (Taylor et al.,

2017)



Epidemiologia
En el mundo
Se estima que durante el afio 2020 se presentaron 18,094,716 de casos nuevos de cancer

y 9,894,402 de muertes por cancer en el mundo (GLOBOCAN, 2020).

El cdncer con mayor incidencia en el mundo fue el de mama con 2,261,419 casos
(12.5%), seguido por el de pulmén con 2,206,771 casos (12.2%)y el colorrectal con
1,931,590 casos (10.7%).

El cancer de pulmén fue la principal causa de muerte por cancer con 1,796,144
muertes (18.2%), seguido por el colorrectal con 935,173 muertes (9.5%) y el de higado con

830,180 muertes (8.4%) (Figura 2).
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Figura 2. Numero estimado de nuevos casos y muertes ocasionados por cancer en todo el mundo durante
el aiio 2020, ambos sexos, todas las edades. (GLOBOCAN, 2020).

Meéxico

En México durante el afio 2020 se presentaron 186,746 nuevos casos de cancer y 89,172



muertes por cancer. (GLOOBCAN, 2020).

El cdncer con mayor incidencia en México fue elde mama con 29,929 casos
(16.0%), seguido por el de prostata con 26,742 casos (14.3%) y por el colorrectal con 14,901
casos (8.0%).

El cdncer de mama fue la principal causa de muerte por cancer con 7931 muertes (8.9%),
seguido por el colorrectal con 7755 muertes (8.7%) y el de prdstata con 7457 muertes

(8.4%) (Figura 3).
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Figura 3. Nimero estimado de nuevos casos y muertes ocasionados por cancer en México durante el afio
2020, ambos sexos, todas las edades. (GLOBOCAN, 2020).

Cancer de pulmén
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define el cancer pulmonar como aquel tumor

que se origina en el epitelio respiratorio (bronquios, bronquiolos, alvéolos).

Etiologia
El tabaquismo es la principal causa de cancer de pulmon. Fumar cigarrilos causa todos los

tipos de cdncer de pulmdn, pero estd mas estrechamente relacionado con el cancer de
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pulmoén de células pequefias (CPCP) y el carcinoma de células escamosas; el

adenocarcinoma es el tipo mas comun en pacientes que nunca han fumado (Herbst, 2008).

Se han identificado mas de 8700 componentes quimicos en el humo del cigarrillo. (Stabbert
et al.,, 2017). De estos componentes quimicos, hay 72 carcindégenos completamente
caracterizados, entre los cuales se sabe que al menos 20 causan tumores pulmonares en

animales de laboratorio (Hecht et al., 2017).

La exposicion a diferentes carcindgenos puede provocar alteraciones genéticas en las
células pulmonares, como lo son la activacion de oncogenes de la familia MYC, RAS y BRAF,
asi como la mutacién y amplificacién de genes como EGFR, HER2, ALK, MET y PIK3CA.
Sekido, 2003; Herbst, 2008). Esta exposicién, también puede conducir a la mutacion de
genes protectores, encargados de la reparacion de las alteraciones del ADN y el control de
la multiplicacién celular, como los genes supresores de tumores p53, p14ARF, p16INK4a,

RB, FHIT, RASSF1A y LRP1B (Camargo, 2019).

Factores de riesgo

Ademas del tabaquismo, se han identificado otros factores de riesgo del cdncer de pulmén
como la exposicién al humo de segunda mano, la quema de biomasa, la contaminacion del
aire, la exposicion a uranio, radio y raddén, asi como las exposiciones ocupacionales a
asbesto, arsénico, berilio, cadmio, éter bis(clorometilico), niquel y silice (Bade y de la Cruz,

2020).

Enfermedades respiratorias como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y la
fibrosis pulmonar predisponen a los pacientes a un mayor riesgo de desarrollar cancer de

pulmodn, especialmente cancer de pulmdn de células no pequenas (CPCNP) (Barreiro, 2019).

Clasificacion

El cancer de pulmdn se clasifica tradicionalmente en cédncer de pulmén de células no
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pequefias (CPCNP) y cancer de pulmon de células pequefias (CPCP), el primero representa
el 85% de los casos y el segundo el 15% restante (Inamura, 2017). Las formas mas comunes
de CPCNP incluyen al adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas y carcinoma de

células grandes.

Epidemiologia del cancer de pulmén

En el mundo

En los ultimos afios se ha ido presentado un aumento en el consumo de tabaco y en el
numero de casos y muertes por cancer de pulmén, sobre todo en los paises en desarrollo.
Hasta el 80% de los fumadores actuales viven en paises de ingresos bajos o medianos, y mas
de la mitad de las muertes por cancer de pulmdn se producen en las regiones menos

desarrolladas (Bade y de la Cruz, 2020)

Se estima que durante el afio 2020 se presentaron 2,206,771 nuevos casos de cancer de
pulmén en el mundo, ocupando el segundo lugar en incidencia de cancer a nivel mundial,
solo por detras del cancer de mama (Tabla 1). Del total de casos, 1,435,943 se registraron
en hombres y 770,828 en mujeres, los cuales representaron el 65% y 35% respectivamente

(GLOBOCAN, 2020).

Tabla 1. Los 10 primeros lugares en nimero de nuevos casos de cancer en el mundo durante el afio 2020.
(GLOBOCAN, 2020).

Mama 2,261,419 (12.5)
Pulmén 2,206,771 (12.2)
Colorrectal 1,880,725 (10.7)
Préstata 1,414,259 (7.8)
Estémago 1,089,103 (6.0)
Higado 905,677 (5.0)
Cuello uterino 604,127 (3.3)
Esofago 604,100 (3.3)
Tiroides 586,202 (3.2)
Vejiga 573,278 (3.2)
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Ese mismo afo se presentaron 1,796,144 muertes por cancer de pulmdén en el mundo,
ocupando el primer lugar en letalidad por cancer a nivel mundial (Tabla 2). Del total de
muertes, 1,188,679 se registraron en hombres y 607,465 en mujeres, las cuales

representaron el 66% y 34% respectivamente (GLOBOCAN, 2020).

Tabla 2. Los 10 primeros lugares en nimero de muertes por cancer en el mundo durante el afio 2020.
(GLOBOCAN, 2020).

Pulmén 1,796,144 (18.2)
Colorrectal 935,173 (9.5)
Higado 830,180 (8.4)
Estomago 768,793 (7.8)
Mama 684,996 (6.9)
Eséfago 544,076 (5.5)
Pancreas 466,003 (4.7)
Prostata 375,304 (3.8)
Cuello uterino 341,831 (3.4)
Leucemia 311,594 (3.1)
México

Segun datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién (ENSANUT, 2018) en México hay
14,820,107 de fumadores, 10,652,720 de hombresy 4,167,375 de mujeres. Las muertes por
cancer de pulmén son mas frecuentes en hombres e individuos de mayor edad, con mas del
50% de todas las muertes en pacientes mayores de 70 afios, y afectan con mayor frecuencia
a la region norte del pais. Ademas, el 80% de todas las muertes se registran en pacientes

gue residen en regiones urbanas (Arrieta et al., 2019).

Se estima que durante el afio 2020 se presentaron 7,588 nuevos casos de cancer de pulmon
en México, ocupando el séptimo lugar en incidencia de cancer a nivel nacional (Tabla 3). Del
total de casos, 4,503 se registraron en hombres y 3,085 en mujeres, los cuales

representaron el 59% y 41%, respectivamente (GLOBOCAN, 2020).
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Tabla 3. Los 10 primeros lugares en nimero de nuevos casos de cancer en México durante el afio 2020.

(GLOBCAN, 2020).
Sitio del cancer

No. de casos nuevos (% de todos los sitios)

Mama
Prostata
Colorrectal
Tiroides
Cuello uterino
Estémago
Pulmén
Higado
Leucemia
Linfoma no Hodgkin
Otros

29,929 (16.0)
26,742 (14.3)
14,901 (8.0)
11,227 (6.0)
9,439 (5.0)
8,804 (4.7)
7,588 (4.1)
7,536 (4.0)
6,955 (3.7)
6,840 (3.7)
59,627 (30.5)

Ese mismo afio se presentaron 7,100 muertes por cancer de pulmoén en México, ocupando

el quinto lugar en letalidad por cancer a nivel nacional (Tabla 4). Del total de muertes, 4,304

se registraron en hombres y 2,796 en mujeres, las cuales representaron el 61% y 39%

respectivamente (GLOBOCAN, 2020).

Tabla 4. Los 10 primeros lugares en nimero de muertes por cancer en México durante el afio 2020.

(GLOBCAN, 2020).

Sitio del cancer No. de muertes (% de todos los sitios)

Mama
Colorrectal
Préstata
Higado
Pulmoén
Estémago
Leucemia
Pancreas
Cuello uterino
Rifidn
Otros

7,931 (8.9)
7,755 (8.7)
7,457 (8.4)
7,175 (8.0)
7,100 (8.0)
6,735 (7.6)
4,786 (5.4)
4,720 (5.3)
4,335 (4.9)
3,083 (3.4)
28,330 (31.4)
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Diagnéstico

El método auxiliar mds importante en el diagndstico y clasificacién del cancer de pulmdn es
la inmunohistoquimica (IHC). La IHC se usa de forma rutinaria en la practica clinica para
diagnosticar el cancer de pulmdn, particularmente en biopsias pequeifas o muestras

citoldgicas y tumores poco diferenciados (Yatabe et al., 2019).

Las biopsias y muestras citolégicas para el estudio inmunohistoquimico pueden ser
obtenidas por citologia de esputo, toracocentesis, biopsia de ganglio linfatico accesible,
broncoscopia, aspiracién con aguja transtordcica, toracoscopia asistida por video o

toracotomia (Collins et al., 2007)

Los marcadores IHC utilizados para determinar la diferenciacion del adenocarcinoma
incluyen TTF-1 y NapsinA. En el carcinoma de células escamosas, p40, CK5/6, CK5 y p63 son
los marcadores comunmente expresados. Siendo p40 el mas preferible para identificar el

carcinoma de células escamosas (Zheng, 2016; Yatabe et al., 2019).

Linea celular LPO7
Las lineas celulares son sistemas de modelo in vitro que se utilizan ampliamente en
diferentes campos de la investigacion médica, como herramienta para la investigacion

basica del cancer y el descubrimiento de farmacos (Mirabelli et al., 2019)

Se ha visto que los tumores pulmonares espontaneos en ratones son similares en
morfologia, histopatologia y caracteristicas moleculares a los adenocarcinomas humanos,
es por ello que, una gran variedad de modelos pulmonares murinos son utilizados con fines
de investigacion basica, asi como para estudios preclinicos de intervencion tumoral.

(Meuwissen & Berns, 2005)

La linea LPO7 es una linea celular derivada de un adenocarcinoma de pulmén P07, que

aparecié espontaneamente en el pulmén de un ratén BALB/c. Morfolégicamente son
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células epitelioides poliédricas en su mayoria (alrededor del 95%), de tamaio y forma
heterogéneos que poseen abundantes granulos intracelulares secretores. Las células LPO7

son anclaje-dependientes, y crecen hasta confluir en una monocapa (Figura 2).

Figura 2. Caracteristicas principales de LP07. A), Microscopia de contraste de fase de células LPO7. Las
monocapas estan compuestas por células poliédricas epitelioides de tamafio y forma heterogéneas, x400.
Barra de escala 50 um. B), células vivas tefiidas con acridina naranja (10ug/ml) y observadas con un
microscopio de fluorescencia. Las células presentan un gran nimero de granulos intracelulares heterogéneos
con localizacion perinuclear citopldasmica, x 1.000. (Tomada de Urtreger et al., 2001).

La observacién de las células LPO7 con el microscopio electrénico evidencia uniones
intercelulares muy rudimentarias y conductos de tipo glandular, asi como también,
abundantes ribosomas libres, escasas membranas del reticulo endopldsmico y mitocondrias

con alteraciones morfoldgicas (Figura 3).

Sl

Figura 3. Microscopia electrénica de la linea celular LPO7. Las células LPO7 que crecen in vitro muestran (A),
uniones intercelulares (IU) muy rudimentarias y conductos de tipo glandular (GC). (B), Mitocondrias
morfolégicamente alteradas (M) y granulos secretores (SG), x7.000. Barra de escala 3 um. Granulos secretores
encastrados x20.000. Barra de escala 1 um. (Tomada de Urtreger et al., 2001).
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La mayoria de las células LPO7 expresan vimentina, y sélo algunas expresan citoqueratinas
(CK) y S-100, lo que nos indica un origen epitelio-glandular pero con una bajo grado de

diferenciacién. (Urtreger et al., 2001).

En estudios in vivo se ha observado que la inoculacion de ratones BALB/c con células LPO7
hace que el huésped desarrolle sindromes paraneopldsicos como caquexia, leucocitosis o
hipercalcemia que se observan con frecuencia en pacientes con diversas enfermedades

malignas. (Peluffo et al., 2004; Diament, 2006; Penedo-Vazquez et al., 2021).

La expresion de moléculas de adhesion celular neurales (NCAMs) como NCAM-120, NCAM-
140 y NCAM-180 también ha sido observada en modelos in vivo e in vitro (Campoddnico et

al., 2010).

Adenosina

La adenosina es un nucledsido purinico endégeno, obtenido principalmente por la hidrdlisis
de nucleétidos de adenina. (Franco et al., 2021). Un nucleésido es una molécula formada
por la unidn de una base nitrogenada, derivada de purinas o pirimidinas, a una pentosa a
través de un enlace N-glicosidico. La base nitrogenada que conforma a la adenosina es una

purina, la adenina; y la pentosa corresponde a una ribosa (Bowater & Gates, 2015).

La primera evidencia de la adenosina como una molécula implicada en la fisiologia celular
se remonta al afio 1929, cuando Drury y Szent-Gyo6rgyi identificaron a un compuesto de
adenina como el responsable del enlentecimiento del ritmo y frecuencia cardiaca (Drury y
Szent-Gyorgyi, 1929). Ailos mas tarde, Burnstock propuso el término de “sefializacion
purinérgica” para hacer referencia a la sefializacidn extracelular mediada por nucleétidos y

nucledsidos de purina, que incluyen al ATP, ADP, AMP y adenosina (Burnstock, 1972).

En un principio se propuso a la adenosina como una hormona o como un segundo

mensajero, sin embargo, una vez conocido su particular mecanismo de generacién, sobre
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todo durante condiciones de estrés, hizo que se le considerara como un nuevo tipo de

regulador celular acufidandole el termino de “metabolito de represalia” (Newby, 1984)

Metabolismo de la adenosina

Extracelularmente es generada por la desfosforliacion del adenosin trifosfato (ATP) a través
de las ectoenzimas de la superficie celular CD39 (ectonucledsido trifosfato difosfohidrolasa-
1) y CD73 (ecto-5"-nucleotidasa) y su concentracion extracelular esta regulada dentro de un
rango de 30-200 nM (Jeffrey et al., 2020). También puede ser generada intracelularmente
a partir de la hidrdlisis de adenosin monofosfato (AMP) y S-adenosilhomocisteina (SAH) a
través de la enzima endo-5'-nucleotidasa y la enzima SAH hidrolasa, respectivamente
(Borea et al., 2018). Puede ser convertida nuevamente a adenosin monofosfato (AMP) por
la accion de la enzima adenosina quinasa (AK), o también puede ser convertida a inosina

por la accién de la enzima adenosina deaminasa (ADA) (Garcia et al., 2021) (Figura 4).

Las concentraciones extracelulares de adenosina estan reguladas por dos grupos de
transportadores de membrana que pertenecen a la superfamilia SoLuteCarrier (SLC, por sus
siglas en inglés), en particular, a las familias de genes SLC28 y SLC29. Los transportadores
de nucledsidos concentrados (CNT, por sus siglas en inglés), codificados por los genes SLC28,
son transportadores activos dependientes de Na* y se han identificado 3 subtipos humanos
hasta el momento (hCNT1, hCNT2 y hCNT3); mientras que los transportadores de
nucledsidos equilibrantes (ENT, por sus siglas en inglés), codificados por los genes SLC29,
son transportadores bidireccionales pasivos que transportan adenosina a través de la
membrana plasmatica a partir de su gradiente de concentracién y cuentan con 4 subtipos

identificados (hENT1, hENT2, hENT3 y hENT4) (Pastor & Pérez, 2018; Effendi et al., 2020).
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Figura 4. Metabolismo y transporte de adenosina en el medio extra-intracelular. A nivel intracelular, la
adenosina se deriva de S-adenosilhomocisteina (SAH) y es degradada por la adenosina desaminasa (ADA) en
inosina y a adenosin monofosfato (AMP) por la adenosina quinasa (AK). Extracelularmente, es generada por
CD39-CD73 y convertida en inosina por la adenosina desaminasa (ADA). Los transportadores equilibrantes de
nucledsidos (ENTs) permiten el flujo libre de adenosina a través de la membrana celular, siguiendo el gradiente
de concentracion. (Modificada de Borea et al., 2018) (Creada en BioRender.com)

Extracelular

Intracelular

Receptores de adenosina

Los receptores de adenosina (ARs, por sus sigas en inglés) pertenecen a la familia de
receptores purinérgicos, los cuales se dividen en dos tipos: canales iénicos activados por
ligandos (P2X) y receptores acoplados a proteinas G (P2Y y P1) (Bjorkgren y Lishko, 2016).
Los receptores P2X son activados por ATP; los receptores P2Y son activados por una amplia
gama de nucleétidos, incluido ATP, ADP y UTP, entre otros; y los receptores P1 son activados

por adenosina (Burnstock, 2018).

Los receptores P1 (codificados por los genes ADORA1, ADORA2A, ADORA2B y ADORA3)
ejercen sus efectos fisioldgicos a través de la activacion de cuatro subtipos de receptores
especificos clasificados como receptor de adenosina A1 (ADORA1), receptor de adenosina
Aon (ADORA2A), receptor de adenosina A;s (ADORA2B) y receptor de adenosina As
(ADORA3) (Franco et al., 2021). Los receptores de adenosina A1 y A;a poseen una alta

afinidad por la adenosina, mientras que los receptores Azs y A3 muestran una afinidad
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relativamente menor. Los miembros de esta familia tienen la estructura tipica de los
receptores acoplados a proteina G, con una a-helicoidal de siete segmentos
transmembranales, un extremo N-terminal extracelular, tres bucles extracelulares, un

extremo C-terminal intracelular y tres bucles intracelulares (Piirainen et al., 2011).

Los ARs estan acoplados a diferentes proteinas G, las vias de sefalizacién desencadenadas
por la activacién de los receptores dependeran del tipo de proteina G a la que este asociada
el receptor. Los receptores A; estan acoplados a proteina G;, cuya actividad inhibe a la
enzima adenilato ciclasa (AC) disminuyendo la produccién de AMP ciclico (AMPc), la
actividad de la proteina quinasa A (PKA) y la fosforilacién de la proteina de unidn al
elemento de respuesta al AMP ciclico (CREB); también pueden estar acoplados a proteina
Go, que es una proteina involucrada en la modulacién de canales de Ca?*y K*. Los receptores
Aoa se acoplan a proteina Gs, cuya actividad estimula a la AC aumentando el nivel
intracelular de AMPc, lo que resulta en la activacién de la PKA y la fosforilacion de CREB; los
receptores Azg estan acoplados a proteinas Gs/Gq cuya activacién estimula ala ACy a la
enzima fosfolipasa C (PLC) para generar diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3) dando
como resultado un aumento del nivel de Ca?* intracelular y la activacion de la proteina
quinasa C (PKC). Finalmente, los receptores A3 se acoplan a proteinas Gi/Gq, cuya actividad

inhibe a la ACy estimula a la PLC (Van Calker et al., 2019; Sheth et al., 2014)
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Figura 5. Cuatro subtipos de receptores de adenosina y su sefalizacion intracelular. AC, adenilato ciclasa;
ATP, adenosin trifosfato; AMPc, adenosin monofosfato cilcilo; DAG, diacilglicerol; G, proteina G; IP3, inositol
trifosfato; PKA, proteina quinasa A; PKC, proteina quinasa C; PLC, fosfolipasa C. (Modificada de Van Calker et
al., 2019) (Creada en BioRender.com)

Ademads, se ha demostrado que los cuatro ARs estan involucrados en las cascadas de
sefalizacidn mitogénica a través de la via de las proteinas quinasas activadas por mitégeno
(MAPK), que incluyen a las quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK1/2), la
quinasa c-Jun N-terminal (JNK) y p38 MAPK, lo que les confiere un papel importante en la
regulacién de una amplia variedad de procesos celulares, incluida la proliferacion,
diferenciacién, apoptosis y respuestas al estrés. (Schulte and Fredholm, 2003; Guo et al.,

2020).

Distribucion y expresion de los ARs

La adenosina es una molécula enddgena ubicua, por lo que podemos encontrar a sus
receptores distribuidos en varias partes del cuerpo desde el sistema nervioso central, el
sistema cardiovascular, el sistema respiratorio, el sistema tejido gastrointestinal, el sistema
renal, el sistema inmunoldgico, hasta en los huesos, las articulaciones, los ojos y la piel

(Peleli et al., 2017) (Tabla 5).
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Tabla 5. Distribucion y expresion de receptores de adenosina. (Modificado de Sachdeva & Gupta, 2013)

Expresion alta Cerebro (corteza, Plaquetas Ciego, colon, Testiculo (rata),
hipocampo, sanguineas, vejiga mastocitos
cerebelo), bulbo olfatorio, (rata).
médula espinal, bazo, timo,
ojo, gldndula leucocitos
suprerrenal,
auriculas.

Expresion media Otras regiones Corazdn, Pulmén, vasos Cerebelo,
del cerebro pulmdén, vasos sanguineos, ojos, hipocampo
musculo sanguineos, mastocitos
esquelético, nervios
higado, rifién, periféricos.
tejido adiposo

Expresion baja Pulmon, Otras regiones Tejido adiposo, Tiroides, la
pancreas del cerebro glandula mayor parte del

suprarrenal, cerebro,
cerebro, rifién glandula
Guardar suprarrenal,

traduccion bazo, higado,

rindén, corazén

Los ARs presentes en el sistema respiratorio se encuentran distribuidos tanto en via aérea superior

como en via aérea inferior, localizdndose en diferentes sitios (Tabla 6).

Tabla 6. Distribucion y expresion de receptores de adenosina en la via aérea. (Burnstock et al., 2012)

Epitelio nasal Az

Epitelio traqueal Az, As
Neumocitos tipo 1 Az, Aaa, Az, As
Neumocitos tipo 2 A1, Aza, Azg, A3
Musculo liso A1, Azs, Az
Endotelio A1, Aop, As

Mediante RT-PCR se ha detectado la presencia de los genes ADORA1, ADORA2A, ADORA2B
y ADORA3 en diferentes lineas celulares de cancer de pulmén humano y murino, y a través

de técnicas de inmunofluorescencia se ha confirmado su expresién en las células (Tabla 7)
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(Schneider et al., 2015, Otsuki et. al 2012, Kanno et. al 2012, Ryzhov et. al 2018.)

Tabla 7. Expresion de receptores P1 en lineas celulares humanas y murinas de CPCNP y CPCP. (Elaboracion
propia)

A549 A1, Ao, Azs, Az (Kamiya et, al 2012)
HTB177 Az (Schneider et al., 2015)
HTB183 A1, Aop, Azp (Schneider et al., 2015)
CRL5803 A1, Aop, A (Schneider et al., 2015)
CRL2062 A1, Az, Az (Schneider et al., 2015)
CRL5853 Az, Aze (Schneider et al., 2015)
Lu-95 A; (Otsuki et. al 2012)
SBC-3 A; (Kanno et. al 2012)

LLC Az, As (Ryzhov et. al 2018)

Adenosina y cancer

Microambiente tumoral

El microambiente tumoral consta de todas las interacciones entre las células cancerosas,
las células del estroma tumoral que incluyen fibroblastos estromales, células endoteliales y
células inmunes como microglia, macréfagos vy linfocitos, y los componentes no celulares
de la matriz extracelular como colageno, fibronectina, laminina, moléculas, iones, entre

otros (Baghban et al., 2020).

La adenosina esta presente en altas concentraciones, hasta 1,000-10,000 nM, en el
microambiente tumoral (MAT) y se cree que estas altas concentraciones podrian ayudar a

la progresion del cancer (Blay 1997, Chen et al., 2013).

El MAT se caracteriza por ser hipdxico y por haber una gran liberacion de ATP por parte de
las células que lo conforman (Di Virgilio et al., 2018). Se ha visto que en situaciones de
hipoxia el factor de transcripcién inducible por hipoxia 1 (HIF1) aumenta la expresion de las

ectonucleotidasas CD39/CD73, de los receptores Axa y Azs, y regula negativamente a la
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adenosina quinasa (AK) inhibiendo la conversién de adenosina a AMP (Ohta, 2016).

En el MAT la adenosina se une a sus receptores presentados en células inmunes y células
tumorales, regulando la progresion tumoral y multiples respuestas inmunes (Feng et al.,
2020). La acumulacion de adenosina puede favorecer el crecimiento tumoral y la metastasis
a través de efectos sobre las células tumorales y el estroma. (Vijayan et al., 2017). La
adenosina interfiere en la proliferacion de las células cancerosas, la apoptosis y la
angiogénesis a través de la activacion de sus receptores que se expresan en las células

cancerosas y las células endoteliales, respectivamente (Antonioli, 2013).

La sefializacidon a través de los ARs regula al alza una serie de moléculas antiinflamatorias y
células inmunorreguladoras, lo que conduce al establecimiento de un entorno
inmunosupresor de larga duracién (Ohta, 2016). La acumulacidn de adenosina en tumores
sélidos inhibe la sintesis de citocinas, la adhesidon de las células inmunitarias a la pared
endotelial y la funcién de las células T, los macréfagos, células dendriticas, células mieloides

supresoras y las células NK (Spychala, 2000) (Figura 7)

24



Mayor produccion de presentacion cruzada de Mayores efectos
VEGF antigeno tumoral

o f f ot

Polarizacion M2 ' ’ 7 6isminuc;5n de la” ‘ " Incremento numero celulaT

S 18} =2
G, o o A
\, o @
Macrofago ) Célula dendritica Célula mieloide CélulaT

supresora
® 0
® ® ® 7 ® @ — Adenosina
2 ® olg

Vaso sanguioneo

- Célul
Crecimiento de vasos Celula cancerosa

|
= @
o O iy
® .
[ l;rolif:mc}én ] / :
de células / 2y ; Recepl°res -
Receptores de adenosina

cancerosas

adenosina A, Recept;r do Azz, Azsy As
Ay Az adenosina Ay

Disminucion Ty
inmunosupresores 7 Aumento Teg

lisis de células
tumorales ‘

*.'.‘.'aass'c}a:a;.’r"‘

Apoptosis celula
cancerosa

Figura 7. Adenosina en el microambiente tumoral. (Modificada de Antonioli, 2013) (Creada en

BioRender.com)

Receptores de adenosina y cancer de pulmén

Se han reportado efectos tanto protumorales como antitumorales en diferentes lineas

celulares de cancer a través de la estimulacién de los diferentes subtipos de ARs (Gessi et

al., 2011; Kazemi et al., 2018; Campos et al., 2020).

Entre las lineas celulares de cancer de pulmdn en las que se han reportado efectos se

encuentran las lineas humanas: A549, Lu-95, PC-9 y SBC-3; y la linea murina: LLC. (Tabla 8)
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Tabla 8. Efectos protumorales y antitumorales reportados en lineas celulares de cancer de pulmoén.

A549 A; Arresto del ciclo celular (Kim et. al 2008)
e induccion de Ia
apoptosis

A549 As Induccidn de la (Kamiya et, al 2012)
apoptosis

A549 Aza Incremento del (Mediavilla et. al
crecimiento tumoral 2013)

A549 Az Promocion de la (Giacomelli et. Al
transicion epitelio 2018)
mesenquimal

LLC A; Inhibicidn de la (Nakamura et. al
proliferacion 2006)

LLC Az Incremento del (Ryzhov et. al 2018)
crecimiento tumoral

Lu-95 A; Induccidn de la (Otsukiet. al 2012)
apoptosis

SBC-3 A; Induccidn de la (Kanno et. al 2012)
apoptosis

Calcio

El calcio (Ca?*), el segundo mensajero mas abundante, tiene una diversidad de funciones en
la fisiologia celular, incluida la expresidon génica, el control del ciclo celular, la motilidad
celular, la autofagia y la apoptosis. (Cui et al., 2017). El nivel de Ca?* libre citosdlico es de
aproximadamente 100nM, el cual es bajo en comparacidn con el nivel de Ca®* libre en la

mayoria de los fluidos extracelulares (> 1mM) (Monteith et al., 2017)

El Ca?*, a través de canales idnicos, puede entrar las células para entregar informacion sin
la intermediacidn de un primer mensajero o también puede actuar como un primer
mensajero, al interactuar con un receptor de la membrana plasmatica para poner en
movimiento las vias de sefializacién intracelular que involucran al propio Ca%*, como sucede

en la liberacién de Ca?* inducida por Ca?* en las células cardiacas. (Brini et al., 2013)
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Las sefiales de Ca?* estan reguladas por un repertorio diverso de mecanismos que son
conocidas colectivamente como la maquinaria de sefializacién de Ca?*. La maquinaria de
sefializacién de Ca?* puede clasificarse en aquellas que elevan el Ca%* citosdlico (como los
canales de entrada de Ca?* y los canales de liberacién de Ca?* intracelular) y las que reducen
el Ca?* citosélico (como las bombas de Ca?*, los transportadores de Ca%* y las proteinas de

union a Ca?*) (Bruce & James, 2020) (Figura 7)
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Figura 7. Ejemplos de canales y bombas permeables al Ca?*, e intercambiadores de la membrana plasmatica
y organulos intracelulares. Tipo-L, canal de calcio dependiente de voltaje de tipo L; TRPMS, receptor de
potencial transitorio melastatina 8; TRPV1, receptor de potencial transitorio vaniloide 1; TRPV6, receptor de
potencial transitorio vaniloide 6; GPCR, receptor acoplado a proteina G; EGFR, receptor del factor de
crecimiento epidérmico; ORAIL, proteina 1 del canal de calcio activado por liberacién de calcio; STIM1,
molécula de interaccion estromal 1; PMCA, bomba de calcio de la membrana plasmatica; SPCA, ATPasa de
Ca2+ de la via secretora; TPC, canal de dos poros; IP3R, receptor de inositol trifosfato; SERCA, ATPasa de Ca2+
del reticulo sarco/endopldsmico; MCU, uniportador mitocondrial de calcio; NCLX, intercambiador
sodio/calcio mitocondrial. (Modificada de Monteith et al., 2017) (Creada en BioRender.com)
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Adenosina y calcio intracelular

Los receptores acoplados a proteinas G desempefian un papel importante en la
regularizacién de la sefializacion del Ca?*, esta regulacién es llevada a cabo a través de las
rutas de las proteinas Gi/Go, Gq Yy Gs, a las cuales se encuentran acoplados los diferentes

subtipos de ARs (Dhyani et al., 2020) (Figura 8, 9y 10).

Extracelular

Intracelular

Figura 8. Via bioquimica y detalles moleculares del control de la dindmica de Ca?* intracelular a través de
receptores acoplados a proteinas Gq. (Modificada de Dhyani et al., 2020) (Creada con BioRender.com).
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Figura 9. Via bioquimica y detalles moleculares del control de la dindmica de Ca?* intracelular a través de
receptores acoplados a proteinas Gs. (Modificada de Dhyani et al., 2020) (Creada con BioRender.com)
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Figura 10. Via bioquimica y detalles moleculares del control de la dinamica de Ca?* intracelular a través de
receptores acoplados a proteinas Gi/o. (Modificada de Dhyani et al., 2020) (Creada con BioRender.com).

La adenosina, al unirse a sus diferentes receptores, puede desempefiar un papel importante

en el control de la dindmica del Ca?* intracelular. Son varios los estudios en los que se han

reportado cambios en las concentraciones de Ca?* intracelular en respuesta a cambios en

el nivel de adenosina extracelular (Tabla 9)
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Tabla 9. Lineas y tipos celulares con cambios reportados en la [Ca?*]i en respuesta a cambios en el nivel de
adenosina extracelular.

Linea o tipo | Concentracion de | Cambio en la | Receptor Referencia
celular adenosina (uM) [ [Ca2+]i responsable del
extracelular cambio en |Ia
[Ca2+]i
BTEC (carcinoma 100 Aumento Az (Scarpellino et
de mama al., 2019)
humano)
Astrocitos 0.3,1,10,30y 100  Aumento Aon (Doengi et al.,
2008)
Neuronas 100 Aumento Ay (Basheer et al.,
colinérgicas 2002)
Arteriolas 100 Aumento Aq (Gutiérrezetal.,
aferentes 1999)
Miocito uterino 100 Aumento A1/ Az (Tsai et al,
1998)
Neuronas 50 Aumento Az (Fleming v
piramidales Mogul, 1997)
Miocito auricular 0.1 -100 Disminucidn Ay (Pelzmann et
al., 1995)
Motoneuronas 40 Disminucidn Aq (Mynlieff y
Beam, 1994)
DDTIMF-2 100 Aumento Ay (Dickenson 'y
(células del Hill, 1993)

musculo liso)
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JUSTIFICACION

El cancer de pulmén es uno de los canceres diagnosticados con mayor frecuencia y con peor
prondstico, ademas de ser el cdncer con la mayor tasa de mortalidad en el mundo y una de

las mas altas en México.

La adenosina es un nucledsido que estd presente en altas concentraciones en el
microambiente tumoral. Se ha demostrado que las células inmunes y tumorales expresan
receptores P1 (A1, A2a, A2z ¥ A3) y que la adenosina, a través de ellos, participa en la
regulacion tumoral. Se han reportado una variedad de efectos protumorales vy
antitumorales secundarios a la activacién de receptores de adenosina. Un mecanismo
mediante el cual se producen estos efectos esta relacionado con el cambio en las
concentraciones de Ca®*intracelular generados por la unién de la adenosina a sus diferentes

receptores.

El empleo de modelos in vitro, como la linea celular LPO7, que presenta caracteristicas
similares a las células de adenocarcinoma pulmonar humano junto con la utilizacién de
microscopia de epifluorescencia y confocal, nos permitird estudiar la presencia de
receptores de adenosina y los cambios generados en la dindmica de Ca?*tras su activacion,
brindando la posibilidad de en un futuro generar un tumor en un modelo in vivo donde se
puedan realizar experimentos similares a los planteados en este proyecto, situacidon
fundamental para la comprensién de la fisiopatologia del cancer y la generacién de nuevas

formas de tratamiento o el mejoramiento de algunas ya existentes.
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HIPOTESIS
Los receptores purinérgicos A1 y As estan presentes en la linea tumoral LPO7 y su activacién

genera cambios en el nivel intracelular de Ca?*.

OBIJETIVOS
Objetivo general
Determinar la presencia de receptores P1 en las células de la linea tumoral LPO7 y su

participacion en la generacién de cambios intracelulares de Ca?*.

Objetivos particulares
1. lIdentificar la presencia de los receptores Ai1 y As; mediante la técnica de
inmunofluorescencia.
2. Medir los cambios en el nivel intracelular de Ca?* como consecuencia de la
administracién de adenosina.
3. Reconocer si los cambios en el nivel intracelular de Ca?* son dependientes de Ca%*
extracelular.

4. Reconocer si el bloqueo de los receptores de adenosina modifica los cambios
generados en el nivel intracelular de Ca?* por adenosina.
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METODOLOGIA

Cultivo celular

Se utilizd la linea celular LPO7. Esta linea celular es una linea tumoral que deriva de un
adenocarcinoma de pulmoén murino. Las células fueron mantenidas en un medio esencial
minimo (MEM) (Gibco-A1048901-EUA) en frascos T25 suplementado con 10% de suero
bovino fetal (SFB) (Gibco-26140079-EUA) y 1% de antibidticos (estreptomicina con
anfotericina b) (Gibco-15240062-EUA). Las células se mantuvieron en una incubadora

Thermo Scientific Heracel 150i-EUA a 37 °C con 5% de biéxido de carbono (CO,).

Inmunofluorescencia

A través de estos experimentos se evalud la presencia de los receptores Al y A3 en las
células LP0O7. Las células se fijaron con paraformaldehido (PFA) (SigmaAldrich- 158127-EUA)
al 4% y posteriormente se permeabilizaron y saturaron los sitios inespecificos con Tritdon
(SigmaAldrich-T8787-EUA) al 0.1% disuelto en solucion de albimina de suero bovino (BSA,
por sus siglas en inglés) (SigmaAldrich-A3294-EUA) al 2% a temperatura ambiente por 1
hora. Posteriormente, se adiciond el anticuerpo primario (Tabla 9) diluido en solucién de
BSA al 1% (Al y A3) y se dejé incubando a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente, las
células se incubaron con el anticuerpo secundario (Tabla 9) conjugado a una molécula
fluorescente (Abcam-ab150077-EUA) durante dos horas a temperatura ambiente. Por
ultimo, se realizé el marcaje de los nucleos con DAPI (Abcam-ab104139-EUA) y el
citoesqueleto con faloidina (Abcam-ab176759-EUA) para finalmente sellar la preparaciony
observarla al microscopio. Entre cada cambio de solucidén se realizaron tres lavados con

buffer fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés) (Gibco-10010023-EUA).

Tabla 9.- Anticuerpos primarios empleados en inmunofluorescencia.

A: Abcam-ab82477-EUA  Conejo Policlonal IgG
A; Abcam-ab197350-EUA  Conejo Policlonal IgG
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Determinacién del cambio en el nivel intracelular de Ca?* secundario a la activacion de
receptores de adenosina.

Para la determinacion de los cambios en el nivel intracelular de Ca2+ se incubaron a las
células LPO7 con el AM éster de Fluo-4FF (Invitrogen-F23981-EUA) (Tabla 10) a una
concentracion de 16 uM durante 1 hora y 20 minutos a 37°C. La fluorescencia fue medida
en tiempo real empleando el programa ImageMaster versidon 1.1 y un microscopio Nikon
Eclipse Ti-U (Japdn) con sistema de epifluorescencia con filtros (excitacion: 470/40; emisidn:

510; dicroico: 505nm) acoplado a una camara CCD IC-200.

Tabla 10. Especificaciones Fluo-4FF AM
Maximo de longitud de | Maximo de longitud de | Peso molecular Férmula molecular

onda de excitacion onda de emision

494 nm 516 nm 1118.89 g/mol C C50H46F4N2023

La composicion de la solucidn extracelular (Tabla 11) empleada para realizar las pruebas

estuvo compuesta por NaCl, Dextrosa, KCI, HEPES, CaCl y MgCl,.

Tabla 11.- Composicion solucion extracelular células LP07.
Reactivo Marca, nimero de Peso molecular Molaridad

catalogo y pais

NaCl J.T.Baker- 15528154 -EUA  58.44 g/mol 144 mM
Dextrosa J.T.Baker-15587934-EUA 180.16 g/mol 5.6 mM
KCl J.T.Baker-15149145 -EUA 74.55 g/mol 5.4 mM
HEPES Gibco-11344041-EUA 238.30 g/mol 5.0 mM
CaCl, J.T.Baker-15587894 -EUA 110.98 g/mol 2.0 mM
MgCl, J.T.Baker-10785921-EUA 95.21 g/mol 1.0 mM

Se utilizé un agonista y antagonista de receptores de adenosina (Tabla 12) y se analiz6 si su

aplicacidn a través de microperfusidn genera un cambio en el nivel intracelular de Ca?*.
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Tabla 12. Especificaciones adenosina y cafeina

Peso molecular
Formula molecular
Marca

Funcion

Uso

267.2413 g/mol

C10H13Ns504

SigmaAldrich

Agonista no selectivo de
receptores de adenosina (A, Az,
Ay As)

Se aplicé por microperfusion en
solucidn extracelular con o sin Ca%*

durante 90 segundos para activar

receptores de adenosina.

194.19 g/mol

CsH10N4O2

SigmaAldrich

Antagonista no selectivo de
receptores de adenosina (A1, Aza, Ay
Asz)

Se aplicé por microperfusion en
solucién extracelular con Ca** durante
una hora para bloquear receptores de

adenosina.

El analisis de las imagenes obtenidas en estos experimentos se realizé seleccionando las

regiones de interés (ROI) mediante el programa de procesamiento digital Image J. Los

valores fueron mostrados como AF/FO, donde FO representa la fluorescencia basal durante

los primeros 30 segundos de registro. Se midio el area bajo la curva de la respuesta y la

amplitud fue calculada mediante la diferencia entre la respuesta al pico menos la respuesta

basal justo antes de aplicar el estimulo.

Se obtuvieron las areas bajo la curva calculando la integral del punto en donde se inicio la

respuesta hasta el final de la captura de imagenes. Se calculé con el programa SigmaPlot

usando una integral definida: fba fx(dx) Esta drea bajo la curva corresponde a la integral de

la respuesta de las células ante el estimulo dado por el agonista en presencia o no del

antagonista.
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ANALISIS ESTADISTICO

En las pruebas estadisticas se considerd una (p < 0.05) como significancia estadistica. Se
emplearon las pruebas t de Student y ANOVA de una via dependiendo del protocolo
experimental, para evaluar si existi6 una diferencia significativa entre los grupos
experimentales y control. Las graficas presentadas muestran el valor t error estandar de la

media y su analisis se realizé mediante el programa estadistico SigmaPlot.
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RESULTADOS

Inmunofluorescencia

Se llevaron a cabo ensayos de inmunofluorescencia para identificar la presencia de
receptores de adenosina en las células LPO7. Las imagenes obtenidas por microscopia
confocal de la expresion del receptor A1 muestran que se expresa en el nucleo al igual que
en el citoplasma (Figura 11). Mientras que el receptor As muestra expresién en nucleo,

citoplasma y membrana plasmadtica (Figura 12).

Figura 11. Expresion del receptor A1 en las células LP07. Se observa el marcaje positivo del receptor A1 en
nucleo y citoplasma de las células LPO7. Flechas amarillas: nucleo. Flechas azules: citoplasma. Receptor Ax
marcado con Alexa Fluor 488. Nucleo marcado con DAPI. Citoesqueleto marcado con Faloidina Fluor 647.

Barra de escala 50 um.
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Figura 12. Expresion del receptor As en las células LP0O7. Se observa el marcaje positivo del receptor As en
nucleo, citoplasma y membrana de las células LPO7. Flechas amarillas: nucleo. Flechas naranjas: citoplasma.
Flechas blancas: membrana. Receptor A1 marcado con Alexa Fluor 488. Nucleo marcado con DAPI.
Citoesqueleto marcado con Faloidina Fluor 647. Barra de escala 50 um.

Realizacion de cdmaras para llevar a cabo experimentos en microscopio de
epifluorescencia

Se disenaron y fabricaron, para la visualizacién de células LPO7 en el microscopio Nikon
Eclipse Ti-U, camaras especializadas circulares de acrilico de 3.5 cm de didmetro, con
espacios que permitian acoplarles un sistema de perfusiéon y succién. A las camaras de
acrilico se les adaptd un cubreobjetos cuadrado de vidrio de 0.25 mm de grosor, el cual

cumplié la funcion de ser el sustrato de adhesién celular.
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Antes de iniciar con los experimentos del proyecto, se estandarizaron las condiciones para
el cultivo celular en las cdmaras utilizando un medio MEM suplementado con 10% de SFBy
1% de antibidtico en un volumen final de 315 plL por cdmara. Para comprobar la eficacia y
rendimiento de las cdmaras se realizaron pruebas en diversas condiciones utilizando un
sistema de 4 valvulas solenoides antirretorno de control manual (on/off) para regular el

flujo de la perfusion y microperfusion aplicada a través de una microaguja no biselada de

calibre 28G.

Figura 13. Sistema de valvulas solenoides con perfusion y microperfusion acoplada a un microscopio Nikon
Eclipse Ti-U para la visualizacion de cambios de la concentracion intracelular de calcio en cultivo celular.

Determinacién del cambio en el nivel intracelular de Ca?* secundario a la activacién de
receptores de adenosina

Se realizaron experimentos en el microscopio de epifluorescencia para la determinacion de
los cambios en el nivel de Ca?* intracelular secundario a la administracion de adenosina
mediante microperfusion en concentraciones de 100nM, 300nM, 1uM, 10uM, 30uM y

100uM con solucidn extracelular con Ca?*.
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El protocolo de administracién consté de 240 segundos. Los primeros 30 segundos se tomd
captura de control, posteriormente se aplicé adenosina en diferentes concentraciones
mediante microperfusion por 90 segundos y finalmente se llevd a cabo un lavado con
solucidon extracelular durante 120 segundos. A continuacidn, se muestra un grafico
representativo de 8 células y sus cambios de fluorescencia durante el experimento (figura

14)
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Figura 14. Incremento en la [Ca?*]i secundario a la microperfusiéon de adenosina. Graficas en las que cada
linea de diferente color representa el cambio de fluorescencia en una célula diferente al aplicar por 90
segundos adenosina a una concentracién de 100nM, 300nM, 1uM, 3uM, 10uM, 30uM y 100pM.

Se realizaron 5 experimentos por concentracion (N=5) y en cada uno de ellos se
seleccionaron 8 células (n=40). Se calculd por cada concentracién, el area bajo la curva de
las 40 células, buscando identificar alguna concentracién en la que el aumento en el nivel

intracelular de Ca?* haya sido mayor con respecto a las demds. (Figura 15).
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Figura 15- Areas bajo la curva del incremento en la [Ca?*]i en células LPO7 estimuladas por adenosina en
concentracion de 100nM, 300nM, 1M, 3 pM, 10uM, 30 uM y 100uM. Los datos representan la media +
error estandar. N = 5, n = 40. Se analizaron mediante la prueba de ANOVA de una via, p > 0.05.

Se compararon las areas bajo la curva obtenidas para cada concentracidn en el programa
SigmaPlot, donde se obtuvieron las medias siguientes con su error estandar para 100nM,
39.10 + 4.88; 300nM, 33.75 + 4.24; 1uM 33.45 * 6.13; 3uM, 34.96 + 9.10; 10uM, 33.78 +
5.75; 30uM, 34.17 £ 5.44; 100uM, 26.78 + 6.73. Se realizé analisis de ANOVA de una via
mediante SigmaPlot donde se obtuvo un valor critico F de 0.340 con 6 grados de libertad,

con un valor de p > 0.05; es decir, que las medias entre los grupos no son estadisticamente

significativas.

Se llevaron a cabo experimentos comparativos entre la aplicacién de adenosina 100nM en
presencia y ausencia de Ca?* extracelular. A continuacién, se muestra un grafico

representativo de 8 células y sus cambios de fluorescencia durante el experimento (Figura

16).
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Figura 16. Incremento en la [Ca?*]i secundario a la microperfusién de adenosina en presencia y ausencia
de Ca?* extracelular. Gréficas en las que cada linea de diferente color representa el cambio de fluorescencia
en una célula diferente al aplicar por 90 segundos adenosina concentracidon de 100nM en presencia de Ca%
(izquierda) y en ausencia de Ca?* (derecha) extracelular.

Para valorar las diferencias en la respuesta de calcio, se compararon las areas bajo la curva
obtenidas para cada condicién. (Figura 17). Se realizé una prueba t-Student para determinar
si hay cambios estadisticamente significativos entre los dos grupos de estudio. La diferencia
en los valores medios de los dos grupos (Adenosina 100nM con Ca?* cuyo promedio fue
38.89 + 4.68 contra el Adenosina 100nM sin Ca?* con valor de 35.10 + 2.12). Se obtuvo un
valor t de 0.737 con 8 grados de libertad, con un valor de p > 0.05; es decir, que las medias

entre los grupos no son estadisticamente significativas.
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Figura 17.- Comparativa de media de area bajo la curva del incremento en la [Ca?*]i en presencia y ausencia
de calcio extracelular empleando adenosina en una concentracion de 100nM. Los datos representan la
media * error estandar. N = 5, n=40. Se analizaron mediante la prueba estadistica t-Student, p > 0.05.

También se midieron las intensidades maximas alcanzadas entre las células estimuladas con
adenosina 100nM en presencia y ausencia de calcio extracelular. (0.72 + 0.09 y 0.48 + 0.04,
respectivamente), los datos se analizaron mediante la prueba t de Student, obteniéndose
un valor de t de 2.349 con 8 grados de libertad, con un valor de p = 0.047; es decir, que las

medias entre los grupos son estadisticamente significativas. (Figura 18)
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Figura 18.- Comparativa de media intensidades maximas obtenidas en presencia y ausencia de calcio
extracelular posterior a la microperfusion con adenosina en concentraciéon de 100nM. Los datos representan
la media % error estandar. N = 5, n = 40. Se analizaron mediante la prueba estadistica t-Student, p = 0.046

Cafeina, antagonista de los receptores de adenosina en la linea celular LPO7

Se administré adenosina 100nM mediante microperfusién, y después se mantuvieron a las
células LPO7 durante una hora en presencia de Cafeina 1 mM, un antagonista no selectivo
de receptores de adenosina, posteriormente se volvid a administrar adenosina en una
concentracion de 100nM siguiendo el protocolo establecido en los experimentos previos.
Se muestran las graficas comparativas de referencia que representan 8 células por campo

(Figura 19).
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Figura 19.- Incremento en la [Ca?*]i secundario a la microperfusion de adenosina después de bloquear a
los receptores de adenosina con cafeina 1mM por una hora. Gréficas en las que cada linea de diferente
color representa el cambio de fluorescencia en una célula diferente al aplicar por 90 segundos adenosina
concentracion de 100nM antes de bloquear a los receptores de adenosina (izquierda) y después de bloquear
a los receptores de adenosina (derecha).

Para valorar las diferencias en la respuesta en presencia de Cafeina 1mM, se compararon
las dreas bajo la curva obtenidas para cada condicién (Figura 20). Se realizé una prueba t-
Student para observar si hay cambios estadisticamente significativos entre los dos grupos
de estudio. La diferencia en los valores medios de los dos grupos (Adenosina 100nM cuyo
promedio fue 35.88 + 6.22 contra el Adenosina 100nM + Cafeina 1mM con valor de 7.55 +
6.40). Se obtuvo un valor t de 3.173 con 8 grados de libertad, con un valor de p = 0.007; es

decir, que las medias entre los grupos son estadisticamente significativas.
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Figura 20.- Area bajo la curva del incremento de [Ca?*]i secundario a la microperfusion de adenosina 100nM
y adenosina 100nM + cafeina 1ImM. Los datos representan la media * error estandar. N = 5, n = 40. Se
analizaron mediante la prueba t-Student, p = 0.007.
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DISCUSION DE RESULTADOS

El cancer corresponde a un amplio grupo de enfermedades que se originan a partir de un
crecimiento descontrolado de células. La composicién del microambiente tumoral ha
demostrado ser primordial en la generaciéon de un medio que facilite este crecimiento
descontrolado, los componentes celulares y no celulares que lo integran participan de

manera sinérgica en la generacion de este entorno favorecedor (Baghban et al., 2020).

Este microambiente tumoral se caracteriza por una concentracién inusualmente alta de ATP
(Di Virgilio et al. 2018). EI ATP puede ser degrado a ADP, AMP o adenosina, mediante un
sistema enzimdtico conocido como ectonucleotidasas (Jeffrey et al.,, 2020). Los
componentes celulares del microambiente tumoral expresan ectonucleotidasas en su
membrana plasmatica (CD39 y CD73) es por ello, que las concentraciones de adenosina
también encuentran elevadas en el microambiente tumoral, encontrandose presente en

concentraciones micromolares. (Chen et al., 2013).

Los nucleétidos (ATP, ADP, AMP) y el nucledsido adenosina funcionan como moléculas de
sefializacion que activan a los receptores purinérgicos a través de sefializacion autdcrina y
paracrina (Lazarowski, 2012). Ademas de expresar ectonucleotidasas, las células que
integran al microambiente tumoral también expresan receptores purinérgicos en su
membrana plasmatica. A través de la unidn a sus receptores, estos nucledtidos y

nucledsidos participan en la regulacion de la progresion tumoral (Feng et al., 2020).

Esta regulacion es llevada a cabo a través de efectos protumorales y antitumorales. Los
efectos protumorales que se han reportado por la activacidén de receptores de adenosina
son: aumento de la proliferacion celular, promocién de la progresion del ciclo celular,
inhibicidon de P27, disminucion las caspasas, disminucion de la apoptosis, aumento de la
invasion, aumento de la quimiotaxis y la migracion, disminucién de la metastasis, aumento
de los factores y receptores angiogénicos, aumento del escape inmunolégico, aumento la

infiltracién tumoral de macréfagos, aumento de ERK1/2 y aumento de HIF-1a (Gessi et al.
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2011; Kazemi et al., 2018; Campos et al., 2020).

Entre los efectos antitumorales reportados encontramos: disminucion de la proliferacién,
detencion del ciclo celular, aumento de la apoptosis, disminucidn del crecimiento y de la
invasividad del tumor, disminucidn de la metastasis, disminucidn de la vascularizacion y de
los factores y receptores angiogénicos, proteccion de la integridad endotelial y disminucién

de ERK1/2 (Gessi et al., 2011; Kazemi et al., 2018; Campos et al., 2020).

Es por lo anterior, que la relacidon que existe entre el cancer y la sefializacidén purinérgica ha
ido tomando un gran interés los ultimos afios. El interés de este proyecto se centra en el
cancer pulmonar, la sefializacién purinérgica mediada por adenosina y su participacién en

la generacidon de cambios intracelulares de Ca?*.

La sefalizacion purinérgica en el pulmon sano es fundamental ya que participa en la defensa
contra infecciones o sustancias nocivas para el mismo (Lazarowski, 2011). Se ha reportado
la distribucién y expresidn de receptores de adenosina en diferentes sitios de la via aérea,
desde el epitelio nasal (Azs) y traqueal (A2s y As3), en neumocitos tipo 1 (A1, A2a, Asy A3) y
tipo 2 (A1, A2a, A2s y A3), asi como en células de musculo liso (A1, Az, A3) y endotelio (A1, Az,

Azs) (Burnstock et al., 2012)

La afinidad de los receptores de adenosina a este nucledsido no es la misma. Los receptores
A; presentan la mayor afinidad, mientras que los receptores Azs presentan la menor
afinidad. Las concentraciones efectivas medias (ECso) reportadas para cada receptor de

adenosina son: A1 (1-10nM), Aza (30nM), Azg (1um) y A3 (100nM). (Thompson et al 2021)

Los receptores de adenosina también estan presentes en el cancer pulmonar. Se ha
estudiado la expresion de estos receptores mediante RT-PCR e inmunofluorescencia en
lineas celulares de cancer de pulmdén humano y murino. Se ha reportado la expresidn de

receptores de adenosina en las lineas celulares de cancer de pulmdén humana A549 (A1, Aza,
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Azg, Asz); HTB177 (Azs); HTB183 (A1, Aza, A2s); CRL5803 (A1, Aza, Azs); CRL2062 (A1, Aaa, A2s);
CRL5853 (A2a, Azg); Lu-95 (A3) y SBC-3 (A3). También se ha reportado la expresion de
receptores de adenosina en lineas de cdncer de pulmén murino, como en la linea LLC (A 'y

As) (Otsuki et al., 2012, Kanno et al., 2012, Ryzhov et al., 2018.)

En la linea celular LPO7 no se habian reportado la expresidon de receptores purinérgicos,
hasta que en un trabajo realizado en nuestro laboratorio se reportd la expresion de
receptores P2 en el nucleo de las células (P2X4, P2X7, P2Y2, P2Y6 y P2Y4), en el citoplasma
(P2X7, P2Y6, P2Y2 y P274) y en la membrana plasmatica (P2Y2 y P2Y4) (Martinez, 2021)

En el presente trabajo se continud estudiando la expresién de receptores purinérgicos en
la linea celular LPO7, concretamente los receptores P1 de adenosina. Encontrando mediante
técnicas de inmunofluorescencia indirecta la presencia del receptor Ai en el nucleo y
citoplasma de las células, asi como la expresidn del receptor Az en el nucleo, citoplasma y

membrana celular.

El interés de estudiar la expresién de los receptores de adenosina en la linea celular LPO7
se basa en el papel que pueden desempeiiar en la regulacién de la progresién tumoral en
diferentes lineas celulares de cancer de pulmdén humano y murino. De manera general, se
ha visto que la activacidn de los receptores Axa y Azg produce efectos protumorales y que la

activacion del receptor As produce efectos antitumorales.

El receptor Aza promueve el incremento del crecimiento tumoral en las células A549, esto
se ha podido comprobar al bloquear selectivamente al receptor, cuando se silencia Aza hay
un aumento de células apoptodticas y un aumento de la actividad de las caspasas efectoras
3-7. (Mediavilla et al., 2013). Mientras que el receptor Az, promueve en estas células la
transicion epitelio mesenquimal a través de la activacion de la via cAMP/PKA. (Giacomelli
et al., 2018). El receptor Azs, también promueve el crecimiento del carcinoma en ratones

inoculados con células LLC al aumentar la produccion de VEGF (Ryzhov et al., 2018).
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En la linea celular A549, el receptor As induce la detencién de la progresion del ciclo celular
en la fase GO/G1 por regulacién a la baja de ciclina D1, c-myc y CDK4. (Kim et al., 2008).
También regula al alza la expresion de Bax, Bad y Puma, para interrumpir los potenciales de
membrana mitocondrial y activar la caspasa-9 seguida del efector caspasa-3, y de esta
forma inducir la apopotosis de las células. (Kamiya et al., 2012). En las células de cancer de
pulmén humano Lu-65, la adenosina induce la apoptosis al aumentar la expresién de la
proteina supresora de tumores p53 a través del receptor de adenosina As, promoviendo la
transcripcion del gen Noxa dependiente de p53, provocando asi la activacion de la caspasa-
9y el efector caspasa-3. (Otsuki et al., 2012) La adenosina induce la apoptosis de las células
SBC-3 al aumentar la expresién de AMID, una proteina inductora de la apoptosis, y
promover la translocacion de AMID en el nucleo a través del receptor de adenosina As.

(Kanno et al., 2012)

La apoptosis puede desencadenarse por diversas sefales intracelulares, especialmente el
aumento de Ca?* intracelular. El aumento de la concentracion del Ca?* intracelular en las
células se logra principalmente mediante el aumento de la entrada de Ca?* a través de los
canales de Ca?* de la membrana plasmatica o la liberacién de Ca?* del almacenamiento

interno, como el reticulo endoplasmico (RE) y las mitocondrias (Bruce & James, 2020).

La sobrecarga y el agotamiento de Ca®* en el RE conduce al estrés de este organelo celular.
El estrés prolongado estimula la activacidn de la caspasa-12, una vez activada esta caspasa,
actua sobre la caspasa-9, que a su vez activa la caspasa efectora-3 para inducir la apoptosis.

(Orrenius et al., 2003)

La afinidad por el Ca%* del uniportador mitocondrial de calcio (MCU) es baja y el tamafio de
la reserva de Ca%* mitocondrial es pequefio en condiciones fisiolégicas (>100 pM). Sin
embargo, pueden acumularse cantidades mucho mayores de Ca?* en las mitocondrias

cuando las concentraciones intracelulares de CaZ* aumentan. Una sobrecarga sostenida de
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Ca?* dentro de la mitocondria induce a la produccién de especies reactivas de oxigeno,
radicales libres y la liberacidén de citocromo c, que una vez en el citosol activa directamente

a la caspasa-9 (Andreyev et al., 2006).

Hay muchos otros objetivos potenciales para la sefializacion de Ca?* en la apoptosis. La
union de Ca?* a la calcineurina, una proteina dependiente de Ca?* y calmodulina, conducen
a alteraciones en la transcripcidn génica generando la muerte celular. El Ca%* estimula a la
oxido nitrico sintasa (NOS), enzima involucrada en la sintesis de 6xido nitrico y la regulacion
de la apoptosis. La fosfolipasa A (PLA2), enzima dependiente de Ca?*, participa en la
generacién de especies reactivas de oxigeno. Miembros de la familia calpaina de cisteina,

proteasas activadas por Ca%*, también participan en la apoptosis (Garrido et al., 2006).

Los receptores acoplados a proteinas G, como los receptores de adenosina, pueden
participar en la modificacion del nivel intracelular de Ca?* y contribuir de esta forma a la
induccion de la apoptosis. Se han observado cambios en las concentraciones intracelulares
de Ca%* en respuesta a cambios en el nivel de adenosina extracelular en carcinoma de mama
humano (Scarpellino et al., 2019), astrocitos (Doengi et al., 2008), neuronas colinérgicas
(Basheer et al., 2002), células de musculo liso (Tsai et al., 1998) neuronas piramidales
(Fleming & Mogul, 1997), entre otros. Estos cambios en el nivel intracelular de Ca?* se han
observado a partir de concentraciones extracelulares de adenosina de 100nM y hasta

concentraciones de 100uM.

En lineas celulares de cancer de préstata como DU145 y PC3, se ha reportado que la
estimulacion de receptores purinérgicos acoplados a proteinas G, como los receptores P2Y
y P1, induce un aumento réapido y elevado del nivel de Ca?* intracelular, independiente de
la presencia de Ca?* extracelular (Marchetti et al., 2022). En células endoteliales derivadas
de tumores también se ha reportado un aumento del calcio citosélico, generado por la
movilizacidn de Ca?* de los depdsitos intracelulares (principalmente RE) y la entrada de
Ca®* a través de la membrana plasmética (Scarpellino et al., 2019). La estimulacién de
receptores acoplados a proteinas G, en lineas celulares de adenocarcinoma de endometrio,
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induce rapidamente la movilizacién de Ca?* y regula la expresién de proteinas relacionadas

con el Ca?* (Huang et al., 2022)

Cabe recalcar que cambios en las concentraciones de Ca?* secundarios a la activacién de
receptores de adenosina no han sido reportados en células de pulmén sanas o tumorales,
ya que el principal interés se ha centrado en los receptores purinérgicos P2, de los cuales si
hay reportes de cambios en la dindmica del Ca%* desde hace mucho tiempo (Evans et al.,

1999)

Los experimentos que realizamos con la linea celular LPO7 mostraron que la aplicacidn
directa de adenosina 100 nM por microperfusion genera un cambio en el nivel intracelular
de Ca?*. Esto se pudo ver reflejado de forma indirecta mediante el empleo de la sonda de
calcio (Fluo-4 FF AM) y la medicién de los cambios de fluorescencia. Se realizaron
experimentos con concentraciones de mayores de adenosina (300nM, 1uM, 3uM, 10uM y
100uM), se calculd el drea bajo la curva para cada uno de ellos y al compararlos no se
aprecidé una diferencia significativa (p < 0.05) en el aumento del nivel intracelular de calcio
respecto a la concentracién de 100nM. Estos experimentos fueron realizados en presencia

de Ca?* extracelular.

También pudimos observar que el incremento del Ca?* citosdlico fue de menor magnitud,
en comparacién a otros experimentos realizados con receptores purinérgicos en el
laboratorio, en donde la estimulacién de receptores P2, producen un incremento del Ca%*de
hasta 10 veces mas que la estimulacién de receptores P1 (Martinez, 2021). Este aumento
muy probablemente se relaciona con la presencia de receptores de adenosina Az en la

membrana plasmatica de las células LPO7.

Los receptores de adenosina A3 son receptores acoplados a proteina Gg, esta proteina
estimula a la fosfolipasa C (PLC), quien incrementa la produccién de diacilglicerol (DAG) e

inositol trifosfato (IPs). IP3 se une a sus receptores ubicados en la membrana del RE
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conduciendo a la liberacién de Ca?*, produciendo de esta manera un aumento del nivel

intracelular de Ca%*.

Para comprobar que el aumento del Ca?* era secundario a la estimulacién de los receptores
de adenosina y posterior movilizacidon de este segundo mensajero desde los depdsitos
intracelulares, se realizaron experimentos comparativos en presencia y ausencia de Ca?*
extracelular. Se decidié utilizar para estos experimentos una concentracion de 100nM de
adenosina, ya que es la ECso reportada para los receptores As, receptores cuya expresion
pudimos observar mediante inmunofluorescencia, ademads de haber sido la concentracién
a la que se pudo observar un mayor aumento en la fluorescencia en los primeros

experimentos.

Se compard a los experimentos con Ca?* contra aquellos sin él y pudimos observar, al
realizar el calculo de drea bajo la curva, que no hubo diferencia significativa en los niveles
intracelulares de Ca?* al estimular las células LPO7 mediante microperfusion con una
concentracion de 100nM. Sin embargo, si hubo una diferencia significativa (p < 0.05) en la
media de intensidad mdaxima de fluorescencia alcanzada por las células, siendo mayor la

fluorescencia alcanzada en las células con presencia de Ca2* extracelular.

El que haya habido una diferencia significativa en la media de intensidad maxima de
fluorescencia alcanzada por las células en presencia de Ca®* extracelular nos sugiere que
muy probablemente algunos iones de Ca?* siguiendo su gradiente de concentracion se
trasladaron al interior de la célula por canales de entrada de Ca?*. Sin embargo, al hacer el
analisis del drea bajo la curva y calcular la media del total del cambio de fluorescencia no se
encontré diferencia significativa, lo que nos indica que el aumento del calcio intracelular se
debe principalmente a la actividad de los canales de liberacién del reticulo endoplasmico

(RE).

Para confirmar el efecto agonista de los receptores de adenosina sobre los cambios en la
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sefial de Ca?* se empled un antagonista. Se utilizé una concentracién de 1mM de cafeina,
gue es un antagonista competitivo no selectivo de todos los subtipos de receptores de

adenosina. (Ribeiro & Sebastiao, 2010).

Se ha reportado que la cafeina ejerce sus efectos antagonistas en los receptores de
adenosina en concentraciones mayores a 100um (Fredholm et. al 2011). La cafeina tiene
una vida media aproximada de 4 a 9 horas, y es metabolizada por el citocromo P450
(CYP1A2) a diferentes metabolitos activos que incluyen: paraxantina en un 84%,

teobromina en un 12% y teofilina en un 4%. (Jovel & Mejia, 2017).

Se realizé una aplicaciéon directa de adenosina 100nM por microperfusion a las células LPO7,
posteriormente se bloquearon a los receptores de adenosina durante 1 hora con cafeina
1mM, y se volvié a realizar una aplicacién de adenosina 100nM durante la cual no se

observd un cambio en la fluorescencia.

Finalmente, para corroborar que no hubo un cambid en el nivel intracelular de Ca?* se
realizd el calculo del area bajo la curva, y las medias de los cambios de fluorescencia de
ambas condiciones se compararon encontrandose diferencias significativas (p < 0.01). De
esta forma se pudo confirmar, que la adenosina a través de sus receptores localizados en la

membrana de las células LPO7 participa en la generacidn de cambios intracelulares de Ca?*.
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CONCLUSIONES

e Las células de la linea tumoral LPO7 expresan receptores de adenosina A; en el
nucleo y citoplasma; y receptores As en el nucleo, citoplasma y membrana

plasmatica.

e La concentracidon que generd un incremento en el nivel intracelular de Ca?* fue
100nM, sin apreciarse una diferencia significativa al administrarse concentraciones

mayores

e Elaumento en el nivel de Ca%*intracelular es independiente de la presencia de Ca?*

extracelular.

e Elefecto de la adenosina sobre la dindmica de Ca%* es antagonizado por la cafeina.

PERSPECTIVAS
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Los resultados obtenidos sobre los efectos de la adenosina en la linea celular LPO7 dan la
pauta para que este proyecto continue. Para su continuacion, se proponen las siguientes

perspectivas:

e |dentificar la presencia de receptores Aa y A mediante la técnica de

inmunofluorescencia en la linea celular tumoral LPO7.

e |dentificar la presencia de receptores A1, Aa, A2z y A3 mediante técnicas moleculares

en la linea celular tumoral LPO7.

e Realizar experimentos con agonistas y antagonistas selectivos de receptores P1 en
la linea celular tumoral LPO7 para reconocer la influencia de cada receptor en las

concentraciones de Ca2* intracelular.

e Utilizar la estimulaciéon de receptores P1 en la linea celular tumoral LPO7 en conjunto
con la terapia fotodindmica para evaluar cambios en la concentraciéon de Ca?*

intracelular y reconocer su influencia en los efectos de muerte celular.

e Realizar experimento in vivo en biomodelo murino (Balb/c) con la intencién de

evaluar la presencia de estos receptores en un tumor.
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