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RESUMEN 

La adenosina es una molécula ubicua que se obtiene a partir de la hidrólisis de nucleótidos 

de adenina. Los receptores de adenosina P1 (A1, A2A, A2B y A3), pertenecen a la familia de 

receptores purinérgicos y son receptores acoplados a proteínas G que se encuentran 

ampliamente distribuidos en nuestro organismo. Los receptores A1 son receptores 

acoplados a proteínas Gi/o, los receptores A2A están acoplados a proteínas Gs, los receptores 

A2B a proteínas Gs/q, y finalmente los receptores A3 se encuentran acoplados a proteínas 

Gi/q. En condiciones fisiológicas la concentración extracelular de adenosina se mantiene en 

rangos nanomolares, pero en el cáncer, 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 líneas celulares de 

cáncer a través de la estimulación de los diferentes subtipos de receptores de adenosina, y 

un mecanismo mediante el cual se producen estos efectos está relacionado con el cambio 

en las concentraciones de Ca2+ intracelular. En el presente trabajo se estudió la presencia 

de receptores de adenosina (A1 y A3) en una línea celular de cáncer de pulmón murino 

(LP07) y su participación en los cambios intracelulares de Ca2+. Se realizaron ensayos de 

inmunofluorescencia que mostraron la expresión del receptor A1 en núcleo y citoplasma; y 

la expresión del receptor A3 en núcleo, citoplasma y membrana plasmática. También se 

midieron los cambios intracelulares de Ca2+ como consecuencia de la administración por 

microperfusión de diferentes concentraciones de adenosina (100nM, 300nM, 1 μM, 10 μM, 

30μM y 100μM) observándose un aumento con todas las concentraciones utilizadas en 

ausencia y presencia de Ca2+ extracelular, lo que nos indicó que el aumento intracelular de 

Ca2+ se debe principalmente a la actividad de los canales de liberación de Ca2+ del retículo 

endoplasmático. Finalmente, para confirmar el efecto agonista de la adenosina en los 

cambios intracelulares de Ca2+ se utilizó un antagonista de receptores de adenosina. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Cáncer 

El cáncer ha estado presente a lo largo de la historia de la humanidad. Los papiros de Smith 

y Ebers, papiros del antiguo Egipto escritos entre los años 1500-1600 A.C, contienen las 

primeras descripciones del cáncer de las que se tenga registro escrito (Robinson, 1944). El 

caso más antiguo de cáncer documentado científicamente es el de un rey Escita de entre 

40 y 50 años que se calcula vivió hace más de 2700 años (Faguet, 2015). 

 

Definición 

La Organización Mundial de la Salud (OMS, 2020) define al “Cáncer” 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 invasión y diseminación 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 cáncer 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 metilación del ADN, modificaciones de la cromatina, 

posicionamiento de nucleosomas y alteraciones en los perfiles de ARN no codificantes 

también pueden contribuir a la iniciación y progresión del cáncer (Kanwal, 2015) 

 

Características distintivas del cáncer 

En el año 2000, Hanahan y Weinberg propusieron agrupar seis características distintivas del 

cáncer, las cuales comprenden aquellas alteraciones fisiológicas adquiridas por la célula 

cancerosa durante el desarrollo y progresión de la enfermedad. En una nueva revisión, 
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realizada once años después, los autores propusieron agregar cuatro características 

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

 

 
Figura 1. Características 
distintivas del cáncer. (Tomada y 
modificada de Hanahan y 
Weinberg, 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Clasificación 

El Instituto Nacional del Cáncer de Estados Unidos (NCI, por sus siglas en inglés) clasifica a 

los diferentes tipos de cáncer, dependiendo del tipo de tejido en el que se origina, en seis 

diferentes categorías: carcinomas, sarcomas, linfomas, mielomas, leucemias y de tipo 

mixto. 

 

Los carcinomas se originan en células epiteliales de la piel, tracto gastrointestinal, órganos 

internos y otros sitios anatómicos; los sarcomas proceden de músculos, tejido adiposo, 

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

 

Los mielomas, linfomas y leucemias incluyen una variedad de tipos de cáncer que se 

originan en las células sanguíneas de la médula ósea o del sistema linfático (Taylor et al., 

2017) 
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Epidemiología  

En el mundo 

Se estima que durante el año 2020 se presentaron 18,094,716 de casos nuevos de cáncer 

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

 

El cáncer con mayor incidencia en el mundo fue el de mama con 2,261,419 casos 

(12.5%), seguido por el de pulmón con 2,206,771 casos (12.2%) y el colorrectal con 

1,931,590 casos (10.7%). 

 

El cáncer de pulmón fue la principal causa de muerte por cáncer con 1,796,144 

muertes (18.2%), seguido por el colorrectal con 935,173 muertes (9.5%) y el de hígado con 

830,180 muertes (8.4%) (Figura 2).   

 

Figura 2. Número estimado de nuevos casos y muertes ocasionados por cáncer en todo el mundo durante 
el año 2020, ambos sexos, todas las edades. (GLOBOCAN, 2020). 

 

 

México 

En México durante el año 2020 se presentaron 186,746 nuevos casos de cáncer y 89,172 
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muertes por cáncer. (GLOOBCAN, 2020).  

 

El cáncer con mayor incidencia en México fue el de mama con 29,929 casos 

(16.0%), seguido por el de próstata con 26,742 casos (14.3%) y por el colorrectal con 14,901 

casos (8.0%). 

 

El cáncer de mama fue la principal causa de muerte por cáncer con 7931 muertes (8.9%), 

seguido por el colorrectal con 7755 muertes (8.7%) y el de próstata con 7457 muertes 

(8.4%) (Figura 3).  

Figura 3. Número estimado de nuevos casos y muertes ocasionados por cáncer en México durante el año 
2020, ambos sexos, todas las edades. (GLOBOCAN, 2020). 

 

 

Cáncer de pulmón 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) define el cáncer pulmonar como aquel tumor 

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

 

Etiología 

El tabaquismo es la principal causa de cáncer de pulmón. Fumar cigarrilos causa todos los 

tipos de cáncer de pulmón, pero está más estrechamente relacionado con el cáncer de 
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pulmón de células pequeñas (CPCP) y el carcinoma de células escamosas; el 

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

 

Se han identificado más de 8700 componentes químicos en el humo del cigarrillo. (Stabbert 

et al., 2017). De estos componentes químicos, hay 72 carcinógenos completamente 

caracterizados, entre los cuales se sabe que al menos 20 causan tumores pulmonares en 

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

 

La exposición a diferentes carcinógenos puede provocar alteraciones genéticas en las 

células pulmonares, como lo son la activación de oncogenes de la familia MYC, RAS y BRAF, 

así como la mutación y amplificación de genes como EGFR, HER2, ALK, MET y PIK3CA. 

Sekido, 2003; Herbst, 2008). Esta exposición, también puede conducir a la mutación de 

genes protectores, encargados de la reparación de las alteraciones del ADN y el control de 

la multiplicación celular, como los genes supresores de tumores p53, p14ARF, p16INK4a, 

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

 

Factores de riesgo 

Además del tabaquismo, se han identificado otros factores de riesgo del cáncer de pulmón 

como la exposición al humo de segunda mano, la quema de biomasa, la contaminación del 

aire, la exposición a uranio, radio y radón, así como las exposiciones ocupacionales a 

asbesto, arsénico, berilio, cadmio, éter bis(clorometílico), níquel y sílice (Bade y de la Cruz, 

2020). 

 

Enfermedades respiratorias como la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) y la 

fibrosis pulmonar predisponen a los pacientes a un mayor riesgo de desarrollar cáncer de 

pulmón, especialmente cáncer de pulmón de células no pequeñas (CPCNP) (Barreiro, 2019). 

 

Clasificación 

El cáncer de pulmón se clasifica tradicionalmente en cáncer de pulmón de células no 
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pequeñas (CPCNP) y cáncer de pulmón de células pequeñas (CPCP), el primero representa 

el 85% de los casos y el segundo el 15% restante (Inamura, 2017).  Las formas más comunes 

de CPCNP incluyen al adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas y carcinoma de 

células grandes. 

 

Epidemiología del cáncer de pulmón  

En el mundo 

En los últimos años se ha ido presentado un aumento en el consumo de tabaco y en el 

número de casos y muertes por cáncer de pulmón, sobre todo en los países en desarrollo. 

Hasta el 80% de los fumadores actuales viven en países de ingresos bajos o medianos, y más 

de la mitad de las muertes por cáncer de pulmón se producen en las regiones menos 

desarrolladas (Bade y de la Cruz, 2020) 

 

Se estima que durante el año 2020 se presentaron 2,206,771 nuevos casos de cáncer de 

pulmón en el mundo, ocupando el segundo lugar en incidencia de cáncer a nivel mundial, 

solo por detrás del cáncer 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 número de nuevos casos de cáncer en el mundo durante el año 2020. 
(GLOBOCAN, 2020). 

 

Sitio del cáncer No. de casos nuevos (% de todos los sitios) 

Mama 2,261,419   (12.5) 

Pulmón 2,206,771   (12.2) 

Colorrectal 1,880,725   (10.7) 

Próstata 1,414,259   (7.8) 

Estómago 1,089,103   (6.0) 

Hígado 905,677   (5.0) 

Cuello uterino 604,127   (3.3) 

Esófago 604,100   (3.3) 

Tiroides 586,202   (3.2) 

Vejiga 573,278  (3.2) 
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Ese mismo año se presentaron 1,796,144 muertes por cáncer de pulmón en el mundo, 

ocupando el primer lugar en letalidad por cáncer 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 número de muertes por cáncer en el mundo durante el año 2020. 
(GLOBOCAN, 2020). 

 

México 

Según datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición (ENSANUT, 2018) en México hay 

14,820,107 de fumadores, 10,652,720 de hombres y 4,167,375 de mujeres. Las muertes por 

cáncer de pulmón son más frecuentes en hombres e individuos de mayor edad, con más del 

50% de todas las muertes en pacientes mayores de 70 años, y afectan con mayor frecuencia 

a la región norte del país. Además, el 80% de todas las muertes se registran en pacientes 

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

 

Se estima que durante el año 2020 se presentaron 7,588 nuevos casos de cáncer de pulmón 

en México, ocupando el séptimo lugar en incidencia de cáncer 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).  

 

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

Pulmón 1,796,144   (18.2 ) 

Colorrectal 935,173   (9.5) 

Hígado 830,180   (8.4) 

Estómago 768,793   (7.8) 

Mama 684,996   (6.9) 

Esófago 544,076   (5.5) 

Páncreas 466,003   (4.7) 

Próstata 375,304   (3.8) 

Cuello uterino 341,831  (3.4) 

Leucemia 311, 594  (3.1) 
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Tabla 3. Los 10 primeros lugares en número de nuevos casos de cáncer en México durante el año 2020. 
(GLOBCAN, 2020). 

 

Ese mismo año se presentaron 7,100 muertes por cáncer de pulmón en México, ocupando 

el quinto lugar en letalidad por cáncer 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 número de muertes por cáncer en México durante el año 2020. 
(GLOBCAN, 2020). 

 

 

Sitio del cáncer No. de casos nuevos (% de todos los sitios) 

Mama 29,929   (16.0) 

Próstata 26,742   (14.3) 

Colorrectal 14,901   (8.0) 

Tiroides 11,227 (6.0) 

Cuello uterino 9,439  (5.0) 

Estómago 8,804 (4.7) 

Pulmón 7,588 (4.1) 

Hígado 7,536 (4.0) 

Leucemia 6,955   (3.7) 

Linfoma no Hodgkin 6,840   (3.7) 

Otros  59,627   (30.5) 

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

Mama 7,931   (8.9) 

Colorrectal 7,755   (8.7) 

Próstata 7,457   (8.4) 

Hígado 7,175   (8.0) 

Pulmón 7,100   (8.0) 

Estómago 6,735   (7.6) 

Leucemia 4,786   (5.4) 

Páncreas 4,720   (5.3) 

Cuello uterino 4,335   (4.9) 

Riñón 3,083   (3.4)   

Otros 28,330   (31.4) 
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Diagnóstico 

El método auxiliar más importante en el diagnóstico y clasificación del cáncer de pulmón es 

la inmunohistoquímica (IHC). La IHC se usa de forma rutinaria en la práctica clínica para 

diagnosticar el cáncer de pulmón, particularmente en biopsias pequeñas o muestras 

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

 

Las biopsias y muestras citológicas para el estudio inmunohistoquímico pueden ser 

obtenidas por citología de esputo, toracocentesis, biopsia de ganglio linfático accesible, 

broncoscopia, aspiración con aguja transtorácica, toracoscopia asistida por video o 

toracotomía (Collins et al., 2007) 

 

Los marcadores IHC utilizados para determinar la diferenciación del adenocarcinoma 

incluyen TTF-1 y NapsinA. En el carcinoma de células escamosas, p40, CK5/6, CK5 y p63 son 

los marcadores comúnmente expresados. Siendo p40 el más preferible para identificar el 

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

 

Línea celular LP07 

Las líneas celulares son sistemas de modelo in vitro que se utilizan ampliamente en 

diferentes campos de la investigación médica, como herramienta para la investigación 

básica del cáncer y el descubrimiento de fármacos (Mirabelli et al., 2019) 

 

Se ha visto que los tumores pulmonares espontáneos en ratones son similares en 

morfología, histopatología y características moleculares a los adenocarcinomas humanos, 

es por ello que, una gran variedad de modelos pulmonares murinos son utilizados con fines 

de investigación básica, así como para estudios preclínicos de intervención tumoral. 

(Meuwissen & Berns, 2005) 

 

La línea LP07 es una línea celular derivada de un adenocarcinoma de pulmón P07, que 

apareció espontáneamente en el pulmón de un ratón BALB/c. Morfológicamente son 
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células epitelioides poliédricas en su mayoría (alrededor del 95%), de tamaño y forma 

heterogéneos que poseen abundantes gránulos intracelulares secretores. Las células LP07 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Características principales de LP07. A), Microscopía de contraste de fase de células LP07. Las 
monocapas están compuestas por células poliédricas epitelioides de tamaño y forma heterogéneas, x400. 
Barra de escala 50 μm. B), células vivas teñidas con acridina naranja (10μg/ml) y observadas con un 
microscopio de fluorescencia. Las células presentan un gran número de gránulos intracelulares heterogéneos 
con localización perinuclear citoplásmica, x 1.000. (Tomada de Urtreger et al., 2001). 

 

La observación de las células LP07 con el microscopio electrónico evidencia uniones 

intercelulares muy rudimentarias y conductos de tipo glandular, así como también, 

abundantes ribosomas libres, escasas membranas del retículo endoplásmico y mitocondrias 

con alteraciones morfológicas (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Microscopía electrónica de la línea celular LP07. Las células LP07 que crecen in vitro muestran (A), 
uniones intercelulares (IU) muy rudimentarias y conductos de tipo glandular (GC). (B), Mitocondrias 
morfológicamente alteradas (M) y gránulos secretores (SG), x7.000. Barra de escala 3 μm. Gránulos secretores 
encastrados x20.000. Barra de escala 1 μm. (Tomada de Urtreger et al., 2001). 
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La mayoría de las células LP07 expresan vimentina, y sólo algunas expresan citoqueratinas 

(CK) y S-100, lo que nos indica un origen epitelio-glandular pero con una bajo grado de 

diferenciación. (Urtreger et al., 2001). 

 

En estudios in vivo se ha observado que la inoculación de ratones BALB/c con células LP07 

hace que el huésped desarrolle síndromes paraneoplásicos como caquexia, leucocitosis o 

hipercalcemia que se observan con frecuencia en pacientes con diversas enfermedades 

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

 

La expresión de moléculas de adhesión celular neurales (NCAMs) como NCAM-120, NCAM-

140 y NCAM-180 también ha sido observada en modelos in vivo e in vitro (Campodónico et 

al., 2010). 

 

Adenosina  

La adenosina es un nucleósido purínico endógeno, obtenido principalmente por la hidrólisis 

de nucleótidos de adenina. (Franco et al., 2021). Un nucleósido es una molécula formada 

por la unión de una base nitrogenada, derivada de purinas o pirimidinas, a una pentosa a 

través de un enlace N-glicosídico. 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 fisiología celular 

se remonta al año 1929, cuando Drury y Szent-Györgyi identificaron a un compuesto de 

adenina como el responsable del enlentecimiento del ritmo y frecuencia cardiaca (Drury y 

Szent-Györgyi, 1929). Años más tarde, Burnstock propuso el término de “señalización 

purinérgica” para hacer referencia a la señalización extracelular mediada por nucleótidos y 

nucleósidos 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 generación, sobre 
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todo durante condiciones de estrés, hizo que se le considerara como un nuevo tipo de 

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

 

Metabolismo de la adenosina 

Extracelularmente es generada por la desfosforliación del adenosín trifosfato (ATP) a través 

de las ectoenzimas de la superficie celular CD39 (ectonucleósido trifosfato difosfohidrolasa-

1) y CD73 (ecto-5′-nucleotidasa) y su concentración extracelular está regulada dentro de un 

rango de 30-200 nM (Jeffrey et al., 2020). También puede ser generada intracelularmente 

a partir de la hidrólisis de adenosín monofosfato (AMP) y S-adenosilhomocisteína (SAH) a 

través de la enzima endo-5′-nucleotidasa y la enzima SAH hidrolasa, respectivamente 

(Borea et al., 2018). Puede ser convertida nuevamente a adenosín monofosfato (AMP) por 

la acción de la enzima adenosina quinasa (AK), o también puede ser convertida a inosina 

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

 

Las concentraciones extracelulares de adenosina están 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 nucleósidos 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 

nucleósidos equilibrantes (ENT, por sus siglas en inglés), codificados por los genes SLC29, 

son transportadores bidireccionales pasivos que transportan adenosina a través de la 

membrana plasmática a partir de su gradiente de concentración 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-adenosilhomocisteína (SAH) y es degradada por la adenosina desaminasa (ADA) en 
inosina y a adenosín 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 
nucleósidos (ENTs) permiten el flujo libre de adenosina a través de la membrana celular, siguiendo el gradiente 
de concentración. (Modificada de Borea et al., 2018) (Creada en BioRender.com) 

 

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 iónicos activados por 

ligandos (P2X) y receptores acoplados a proteínas G (P2Y y P1) (Björkgren y Lishko, 2016). 

Los receptores P2X son activados por ATP; los receptores P2Y son activados por una amplia 

gama de nucleótidos, 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 fisiológicos a través de la activación de cuatro subtipos de receptores 

específicos clasificados como receptor de adenosina A1 (ADORA1), receptor de adenosina 

A2A (ADORA2A), receptor de adenosina A2B (ADORA2B) y receptor de adenosina A3 

(ADORA3) (Franco et al., 2021). Los receptores de adenosina A1 y A2A poseen una alta 

afinidad por la adenosina, mientras que los receptores A2B y A3 muestran una afinidad 
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relativamente menor. Los miembros de esta familia tienen la estructura típica de los 

receptores acoplados a proteína G, con una α-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 están acoplados a diferentes proteínas G, las vías de señalización desencadenadas 

por la activación de los receptores dependerán del tipo de proteína G a la que este asociada 

el receptor. Los receptores A1 están acoplados a proteína Gi, cuya actividad inhibe a la 

enzima adenilato ciclasa (AC) disminuyendo la producción de AMP cíclico (AMPc), la 

actividad de la proteína quinasa A (PKA) y la fosforilación de la proteína de unión al 

elemento de respuesta al AMP cíclico (CREB); también pueden estar acoplados a proteína 

Go, que es una proteína involucrada en la modulación de canales de Ca2+ y K+. Los receptores 

A2A se acoplan a proteína Gs, cuya actividad estimula a la AC aumentando el nivel 

intracelular de AMPc, lo que resulta en la activación de la PKA y la fosforilación de CREB; los 

receptores A2B están acoplados a proteínas Gs/Gq cuya activación estimula a la AC y a la 

enzima fosfolipasa C (PLC) para generar diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3) dando 

como resultado un aumento del nivel de Ca2+ intracelular y la activación de la proteína 

quinasa C (PKC). Finalmente, los receptores A3 se acoplan a proteínas Gi/Gq, cuya actividad 

inhibe a la AC y 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 señalización intracelular. AC, adenilato ciclasa; 
ATP, adenosin trifosfato; AMPc, adenosin monofosfato cílcilo; DAG, diacilglicerol; G, proteína G; IP3, inositol 
trifosfato; PKA, proteína quinasa A; PKC, proteína quinasa C; PLC, fosfolipasa C. (Modificada de Van Calker et 
al., 2019) (Creada en BioRender.com) 

 

Además, se ha demostrado que los cuatro ARs están involucrados en las cascadas de 

señalización mitogénica a través de la vía de las proteínas quinasas activadas por mitógeno 

(MAPK), que incluyen a las quinasas reguladas por señales extracelulares (ERK1/2), la 

quinasa c-Jun N-terminal (JNK) y p38 MAPK, lo que les confiere un papel importante en la 

regulación de una amplia variedad de procesos celulares, incluida la proliferación, 

diferenciación, apoptosis y respuestas al estrés. (Schulte and Fredholm, 2003; Guo et al., 

2020). 

 

Distribución y expresión de los ARs 

La adenosina es una molécula endógena 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 inmunológico, hasta en los huesos, las articulaciones, los ojos y la piel 

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

Nivel de 

expresión 

Receptores A1 Receptores A2A Receptores A2B Receptores A3 

Expresión alta Cerebro (corteza, 

hipocampo, 

cerebelo), 

médula espinal, 

ojo, glándula 

suprerrenal, 

aurículas. 

Plaquetas 

sanguíneas, 

bulbo olfatorio, 

bazo, timo, 

leucocitos 

Ciego, colon, 

vejiga 

Testículo (rata), 

mastocitos 

(rata). 

Expresión media Otras regiones 

del cerebro 

músculo 

esquelético, 

hígado, riñón, 

tejido adiposo 

Corazón, 

pulmón, vasos 

sanguíneos, 

nervios 

periféricos. 

Pulmón, vasos 

sanguíneos, ojos, 

mastocitos 

Cerebelo, 

hipocampo 

Expresión baja Pulmón, 

páncreas 

Otras regiones 

del cerebro 

Tejido adiposo, 

glándula 

suprarrenal, 

cerebro, riñón 

Guardar 

traducción 

 

Tiroides, la 

mayor parte del 

cerebro, 

glándula 

suprarrenal, 

bazo, hígado, 

riñón, corazón 

 

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

como en vía aérea inferior, localizándose en diferentes sitios (Tabla 6). 

 

Tabla 6. Distribución y expresión de receptores de adenosina en la vía aérea. (Burnstock et al., 2012) 

Sitio Receptor expresado 

Epitelio nasal A2B 

Epitelio traqueal A2B, A3 

Neumocitos tipo 1 A1, A2A, A2B, A3 

Neumocitos tipo 2 A1, A2A, A2B, A3 

Músculo liso A1, A2B, A3 

Endotelio A1, A2A, A2B 

 

Mediante RT-PCR se ha detectado la presencia de los genes ADORA1, ADORA2A, ADORA2B 

y ADORA3 en diferentes líneas celulares de cáncer de pulmón humano y murino, y a través 

de técnicas de inmunofluorescencia se ha confirmado su expresión 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. Expresión de receptores P1 en líneas celulares humanas y murinas de CPCNP y CPCP. (Elaboración 
propia) 

Línea celular Receptor expresado Referencia 

A549 A1, A2A, A2B, A3 (Kamiya et, al 2012) 

HTB177 A2B (Schneider et al., 2015)  

HTB183 A1, A2A, A2B (Schneider et al., 2015)  

CRL5803 A1, A2A, A2B (Schneider et al., 2015)  

CRL2062 A1, A2A, A2B (Schneider et al., 2015)  

CRL5853 A2A, A2B (Schneider et al., 2015)  

Lu-95 A3 (Otsuki et. al 2012) 

SBC-3  A3 (Kanno et. al 2012) 

LLC A2B, A3 (Ryzhov et. al 2018) 

 

 

Adenosina y cáncer 

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 microglía, macrófagos y linfocitos, y los componentes no celulares 

de la matriz extracelular como colágeno, fibronectina, laminina, moléculas, iones, entre 

otros (Baghban et al., 2020).  

 

La adenosina está presente en altas concentraciones, hasta 1,000–10,000 nM, en el 

microambiente tumoral (MAT) y se cree que estas altas concentraciones podrían ayudar a 

la progresión del cáncer (Blay 1997, Chen et al., 2013).  

 

El MAT se caracteriza por ser hipóxico y por haber una gran liberación 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 transcripción inducible por hipoxia 1 (HIF1) aumenta la expresión de las 

ectonucleotidasas CD39/CD73, de los receptores A2A y A2B, y regula negativamente a la 
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adenosina quinasa (AK) inhibiendo la conversión 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 progresión tumoral y múltiples respuestas inmunes (Feng et al., 

2020). La acumulación de adenosina puede favorecer el crecimiento tumoral y la metástasis 

a través de efectos sobre las células tumorales y el estroma. (Vijayan et al., 2017). La 

adenosina interfiere en la proliferación de las células cancerosas, la apoptosis y la 

angiogénesis a través de la activación de sus receptores que se expresan en las células 

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

 

La señalización 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 duración (Ohta, 2016). La acumulación de adenosina en tumores 

sólidos inhibe la síntesis de citocinas, la adhesión de las células inmunitarias a la pared 

endotelial y la función de las células T, los macrófagos, células dendríticas, células mieloides 

supresoras y las células NK (Spychala, 2000) (Figura 7) 
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Figura 7. Adenosina en el microambiente tumoral. (Modificada de Antonioli, 2013) (Creada en 
BioRender.com) 
 

 

Receptores de adenosina y cáncer de pulmón 

Se han reportado efectos tanto protumorales como antitumorales en diferentes líneas 

celulares de cáncer a través de la estimulación de los diferentes subtipos de ARs (Gessi et 

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

 

Entre las líneas celulares de cáncer de pulmón en las que se han reportado efectos se 

encuentran las líneas humanas: A549, Lu-95, PC-9 y SBC-3; y la línea murina: LLC. (Tabla 8) 
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Tabla 8. Efectos protumorales y antitumorales reportados en líneas celulares de cáncer de pulmón. 

Línea celular Receptor Efecto Referencia 

A549 A3 Arresto del ciclo celular 

e inducción de la 

apoptosis 

(Kim et. al 2008) 

A549 A3 Inducción de la 

apoptosis 

(Kamiya et, al 2012) 

A549 A2A Incremento del 

crecimiento tumoral 

(Mediavilla et. al 

2013) 

A549 A2B Promoción de la 

transición epitelio 

mesenquimal 

(Giacomelli et. Al 

2018) 

LLC A3 Inhibición de la 

proliferación 

(Nakamura et. al 

2006) 

LLC A2B Incremento del 

crecimiento tumoral 

(Ryzhov et. al 2018) 

Lu-95 A3 Inducción de la 

apoptosis 

(Otsuki et. al 2012) 

SBC-3 A3 Inducción de la 

apoptosis 

(Kanno et. al 2012) 

 

 

Calcio  

El calcio (Ca2+), el segundo mensajero más abundante, tiene una diversidad de funciones en 

la fisiología celular, incluida la expresión génica, el control del ciclo celular, la motilidad 

celular, la autofagia y la apoptosis. (Cui et al., 2017). El nivel de Ca2+ libre citosólico es de 

aproximadamente 100nM, el cual es bajo en comparación con el nivel de Ca2+ libre en la 

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

 

El Ca2+, a través de canales iónicos, puede entrar las células para entregar información sin 

la intermediación de un primer mensajero o también puede actuar como un primer 

mensajero, al interactuar con un receptor de la membrana plasmática para poner en 

movimiento las vías de señalización intracelular que involucran al propio Ca2+, como sucede 

en la liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ en las células cardiacas. (Brini et al., 2013) 
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Las señales de Ca2+ están reguladas por un repertorio diverso de mecanismos que son 

conocidas colectivamente como la maquinaria de señalización de Ca2+. La maquinaria de 

señalización de Ca2+ puede clasificarse en aquellas que elevan el Ca2+ citosólico (como los 

canales de entrada de Ca2+ y los canales de liberación de Ca2+ intracelular) y las que reducen 

el Ca2+ citosólico (como las bombas de Ca2+, los transportadores de Ca2+ y las proteínas de 

unión a Ca2+) (Bruce & James, 2020) (Figura 7) 

 

Figura 7. Ejemplos de canales y bombas permeables al Ca2+, e intercambiadores de la membrana plasmática 
y orgánulos intracelulares. Tipo-L, canal de calcio dependiente de voltaje de tipo L; TRPM8, receptor de 
potencial transitorio melastatina 8; TRPV1, receptor de potencial transitorio vaniloide 1; TRPV6, receptor de 
potencial transitorio vaniloide 6; GPCR, receptor acoplado a proteína G; EGFR, receptor del factor de 
crecimiento epidérmico; ORAI1, proteína 1 del canal de calcio activado por liberación de calcio; STIM1, 
molécula de interacción estromal 1; PMCA, bomba de calcio de la membrana plasmática; SPCA, ATPasa de 
Ca2+ de la vía secretora; TPC, canal de dos poros; IP3R, receptor de inositol trifosfato; SERCA, ATPasa de Ca2+ 
del retículo sarco/endoplásmico; 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 proteínas G desempeñan un papel importante en la 

regularización de la señalización del Ca2+, esta regulación es llevada a cabo a través de las 

rutas de las proteínas Gi/Go, Gq y Gs, a las cuales se encuentran acoplados los diferentes 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Vía bioquímica y detalles moleculares del control de la dinámica de Ca2+ intracelular a través de 
receptores acoplados a proteínas Gq. (Modificada de Dhyani et al., 2020) (Creada con BioRender.com). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Vía bioquímica y detalles moleculares del control de la dinámica de Ca2+ intracelular a través de 
receptores acoplados a proteínas Gs. (Modificada de Dhyani et al., 2020) (Creada con BioRender.com) 
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Figura 10. Vía bioquímica y detalles moleculares del control de la dinámica de Ca2+ intracelular a través de 
receptores acoplados a proteínas Gi/o. (Modificada de Dhyani et al., 2020) (Creada con BioRender.com). 

 

 

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

en el control de la dinámica del Ca2+ intracelular. Son varios los estudios en los que se han 

reportado cambios en las concentraciones de Ca2+ intracelular en respuesta a cambios en 

el nivel de adenosina extracelular (Tabla 9)  
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Tabla 9. Líneas y tipos celulares con cambios reportados en la [Ca2+]i en respuesta a cambios en el nivel de 
adenosina extracelular. 

Línea o tipo 

celular 

Concentración de 

adenosina (uM) 

extracelular 

Cambio en la 

[Ca2+]i 

Receptor 

responsable del 

cambio en la 

[Ca2+]i 

Referencia 

BTEC (carcinoma 

de mama 

humano) 

100 Aumento A2B (Scarpellino et 

al., 2019) 

Astrocitos 0.3, 1, 10, 30 y 100 Aumento A2A (Doengi et al., 

2008) 

Neuronas 

colinérgicas 

100 Aumento A1 (Basheer et al., 

2002) 

Arteriolas 

aferentes 

100 Aumento A1 (Gutiérrez et al., 

1999) 

Miocito uterino 100 Aumento A1 / A3 (Tsai et al., 

1998) 

Neuronas 

piramidales 

50 Aumento A3 (Fleming y 

Mogul, 1997) 

Miocito auricular 0.1 - 100 Disminución A1 (Pelzmann et 

al., 1995) 

Motoneuronas 40 Disminución A1 (Mynlieff y 

Beam, 1994) 

DDTIMF-2 

(células del 

músculo liso) 

100 Aumento A1 (Dickenson y 

Hill, 1993) 
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JUSTIFICACIÓN 

El cáncer de pulmón es uno de los cánceres diagnosticados con mayor frecuencia y con peor 

pronóstico, además de ser el cáncer con la mayor tasa de mortalidad en el mundo y una de 

las más altas en México.  

 

La adenosina es un nucleósido que está presente en altas concentraciones en el 

microambiente tumoral. Se ha demostrado que las células inmunes y tumorales expresan 

receptores P1 (A1, A2A, A2B y A3) y que la adenosina, a través de ellos, participa en la 

regulación tumoral. Se han reportado una variedad de efectos protumorales y 

antitumorales secundarios a la activación de receptores de adenosina. Un mecanismo 

mediante el cual se producen estos efectos está relacionado con el cambio en las 

concentraciones de Ca2+ intracelular generados por la unión de la adenosina a sus diferentes 

receptores. 

 

El empleo de modelos in vitro, como la línea celular LP07, que presenta características 

similares a las células de adenocarcinoma pulmonar humano junto con la utilización de 

microscopía de epifluorescencia y confocal, nos permitirá estudiar la presencia de 

receptores de adenosina y los cambios generados en la dinámica de Ca2+ tras su activación, 

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, situación 

fundamental para la comprensión de la fisiopatología del cáncer y la generación de nuevas 

formas de tratamiento o el mejoramiento de algunas ya existentes. 
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HIPÓTESIS 

Los receptores purinérgicos A1 y A3 están presentes en la línea tumoral LP07 y su activación 

genera cambios en el nivel intracelular de Ca2+. 

 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

Determinar la presencia de receptores P1 en las células de la línea tumoral LP07 y su 

participación en la generación de cambios intracelulares de Ca2+. 

 

Objetivos particulares 

1. Identificar la presencia de los receptores A1 y A3 mediante la técnica de 

inmunofluorescencia. 

2. Medir los cambios en el nivel intracelular de Ca2+ como consecuencia de la 

administración de adenosina. 

3. Reconocer si los cambios en el nivel intracelular de Ca2+ son dependientes de Ca2+ 

extracelular. 

4. Reconocer si el bloqueo de los receptores de adenosina modifica los cambios 

generados en el nivel intracelular de Ca2+ por adenosina.  
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METODOLOGÍA 

Cultivo celular 

Se utilizó la línea celular LP07. Esta línea celular es una línea tumoral que deriva de un 

adenocarcinoma de pulmón murino. Las células fueron mantenidas en un medio esencial 

mínimo (MEM) (Gibco-A1048901-EUA) en frascos T25 suplementado con 10% de suero 

bovino fetal (SFB) (Gibco-26140079-EUA) y 1% de antibióticos (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 bióxido de carbono (CO2). 

 

Inmunofluorescencia 

A través de estos experimentos se evaluó la presencia de los receptores A1 y A3 en las 

células LP07. Las células se fijaron con paraformaldehido (PFA) (SigmaAldrich- 158127-EUA) 

al 4% y posteriormente se permeabilizaron y saturaron los sitios inespecíficos con Tritón 

(SigmaAldrich-T8787-EUA) al 0.1% disuelto en solución de albúmina de suero bovino (BSA, 

por sus siglas en inglés) (SigmaAldrich-A3294-EUA) al 2% a temperatura ambiente por 1 

hora. Posteriormente, se adicionó el anticuerpo primario (Tabla 9) diluido en solución de 

BSA al 1% (A1 y A3) y se dejó incubando a 4°C durante toda la noche. Al día 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 

último, se realizó el marcaje de los núcleos con DAPI (Abcam-ab104139-EUA) y el 

citoesqueleto con faloidina (Abcam-ab176759-EUA) para finalmente sellar la preparación y 

observarla al microscopio. Entre cada cambio de solución se realizaron tres lavados con 

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

 

 Tabla 9.- Anticuerpos primarios empleados en inmunofluorescencia.  

Anticuerpo para el 

receptor 

Marca, número de 

catálogo y país 

Especie 

huésped 

Clonalidad Isotipo 

A1 Abcam-ab82477-EUA Conejo Policlonal IgG 

A3 Abcam-ab197350-EUA Conejo Policlonal IgG 
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Determinación del cambio en el nivel intracelular de Ca2+ secundario a la activación de 

receptores de adenosina. 

Para la determinación de los cambios en el nivel intracelular de Ca2+ se incubaron a las 

células LP07 con el AM éster de Fluo-4FF (Invitrogen-F23981-EUA) (Tabla 10) a una 

concentración de 16 µM durante 1 hora y 20 minutos a 37°C. La fluorescencia fue medida 

en tiempo real empleando el programa ImageMaster versión 1.1 y un microscopio Nikon 

Eclipse Ti-U (Japón) con sistema de epifluorescencia con filtros (excitación: 470/40; emisión: 

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

 

Tabla 10. Especificaciones Fluo-4FF AM 

Máximo de longitud de 

onda de excitación 

Máximo de longitud de 

onda de emisión 

Peso molecular Fórmula molecular 

494 nm 516 nm 1118.89 g/mol C C50H46F4N2O23 

 

La composición de la solución extracelular (Tabla 11) empleada para realizar las pruebas 

estuvo compuesta por NaCl, Dextrosa, KCl, HEPES, CaCl y MgCl2. 

 

Tabla 11.- Composición solución extracelular células LP07.   

Reactivo Marca, número de 

catálogo y país 

Peso molecular Molaridad 

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 

CaCl2 J.T.Baker-15587894 -EUA 110.98 g/mol 2.0 mM 

MgCl2 J.T.Baker-10785921-EUA 95.21 g/mol 1.0 mM 

 

Se utilizó un agonista y antagonista de receptores de adenosina (Tabla 12) y se analizó si su 

aplicación a través de microperfusión genera un cambio en el nivel intracelular de Ca2+. 
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Tabla 12. Especificaciones adenosina y cafeína 

 Adenosina Cafeína 

Peso molecular 267.2413 g/mol 194.19 g/mol 

Fórmula molecular C10H13N5O4 C8H10N4O2 

Marca SigmaAldrich SigmaAldrich 

Función Agonista no selectivo de 

receptores de adenosina (A1, A2A, 

A2B y A3) 

Antagonista no selectivo de 

receptores de adenosina (A1, A2A, A2B y 

A3) 

Uso Se aplicó por microperfusión en 

solución extracelular con o sin Ca2+ 

durante 90 segundos para activar 

receptores de adenosina. 

 

Se aplicó por microperfusión en 

solución extracelular con Ca2+ durante 

una hora para bloquear receptores de 

adenosina. 

 

 

El análisis de las imágenes obtenidas en estos experimentos se realizó seleccionando las 

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

valores fueron mostrados como ΔF/F0, donde F0 representa la fluorescencia basal durante 

los primeros 30 segundos de registro. Se midió el área 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 estímulo. 

 

Se obtuvieron las áreas bajo la curva calculando la integral del punto en donde se inició la 

respuesta hasta el final de la captura de imágenes. Se calculó con el programa SigmaPlot 

usando una integral definida: ∫ fx(dx)
𝑎

𝑏
 Esta área bajo la curva corresponde a la integral de 

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

antagonista. 
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

En las pruebas estadísticas se consideró una (p ≤ 0.05) como significancia estadística. Se 

emplearon las pruebas t de Student y ANOVA de una vía dependiendo del protocolo 

experimental, para evaluar si existió una diferencia significativa entre los grupos 

experimentales y control.  Las gráficas presentadas muestran el valor ± error estándar de la 

media y su análisis se realizó mediante el programa estadístico SigmaPlot. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 
 

RESULTADOS 

Inmunofluorescencia  

Se llevaron a cabo ensayos de inmunofluorescencia para identificar la presencia de 

receptores de adenosina en las células LP07. Las imágenes obtenidas por microscopia 

confocal de la expresión del receptor A1 muestran que se expresa en el núcleo al igual que 

en el citoplasma (Figura 11). Mientras que el receptor A3 muestra expresión en núcleo, 

citoplasma y membrana plasmática (Figura 12).  

 
 

 

 
 
 

 
Figura 11. Expresión del receptor A1 en las células LP07. Se observa el marcaje positivo del receptor A1 en 
núcleo y citoplasma de las células LP07. Flechas amarillas: núcleo. Flechas azules: citoplasma. Receptor A1 
marcado con Alexa Fluor 488. Núcleo marcado con DAPI. Citoesqueleto marcado con Faloidina Fluor 647. 
Barra de escala 50 µm.  
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Figura 12. Expresión del receptor A3 en las células LP07. Se observa el marcaje positivo del receptor A3  en 
núcleo, citoplasma y membrana de las células LP07. Flechas amarillas: núcleo. Flechas naranjas: citoplasma. 
Flechas blancas: membrana. Receptor A1 marcado con Alexa Fluor 488. Núcleo marcado con DAPI. 
Citoesqueleto marcado con Faloidina Fluor 647. Barra de escala 50 µm.  

 
 

Realización de cámaras para llevar a cabo experimentos en microscopio de 

epifluorescencia  

Se diseñaron y fabricaron, para la visualización de células LP07 en el microscopio Nikon 

Eclipse Ti-U, cámaras especializadas circulares de acrílico de 3.5 cm de diámetro, con 

espacios que permitían acoplarles un sistema de perfusión y succión. A las cámaras de 

acrílico se les adaptó un cubreobjetos cuadrado de vidrio de 0.25 mm de grosor, el cual 

cumplió la función de ser el sustrato de adhesión celular.  
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Antes de iniciar con los experimentos del proyecto, se estandarizaron las condiciones para 

el cultivo celular en las cámaras utilizando un medio MEM suplementado con 10% de SFB y 

1% de antibiótico en un volumen final de 315 μL por cámara. Para comprobar la eficacia y 

rendimiento de las cámaras se realizaron pruebas en diversas condiciones utilizando un 

sistema de 4 válvulas solenoides antirretorno de control manual (on/off) para regular el 

flujo de la perfusión y microperfusión aplicada a través de una microaguja no biselada de 

calibre 28G. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 13. Sistema de válvulas solenoides con perfusión y microperfusión acoplada a un microscopio Nikon 
Eclipse Ti-U para la visualización de cambios de la concentración intracelular de calcio en cultivo celular. 
 

 

Determinación del cambio en el nivel intracelular de Ca2+ secundario a la activación de 

receptores de adenosina 

Se realizaron experimentos en el microscopio de epifluorescencia para la determinación de 

los cambios en el nivel de Ca2+ intracelular secundario a la administración de adenosina 

mediante microperfusión en concentraciones de 100nM, 300nM, 1μM, 10μM, 30μM y 

100μM con solución extracelular con Ca2+. 
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El protocolo de administración constó de 240 segundos. Los primeros 30 segundos se tomó 

captura de control, posteriormente se aplicó adenosina en diferentes concentraciones 

mediante microperfusión por 90 segundos y finalmente se llevó a cabo un lavado con 

solución extracelular durante 120 segundos. A continuación, se muestra un gráfico 

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

14) 
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Figura 14. Incremento en la [Ca2+]i secundario a la microperfusión de adenosina. Gráficas en las que cada 
línea de diferente color representa el cambio de fluorescencia en una célula diferente al aplicar por 90 
segundos adenosina a una concentración de 100nM, 300nM, 1μM, 3μM, 10μM, 30μM y 100μM. 
 

 

 
Se realizaron 5 experimentos por concentración (N=5) y en cada uno de ellos se 

seleccionaron 8 células (n=40). Se calculó por cada concentración, el área bajo la curva de 

las 40 células, buscando identificar alguna concentración en la que el aumento en el nivel 

intracelular de Ca2+ haya sido mayor con respecto a las demás. (Figura 15). 
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Comparativa concentraciones de Adenosina
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Figura 15- Áreas bajo la curva del incremento en la [Ca2+]i en células LP07 estimuladas por adenosina en 
concentración de 100nM, 300nM, 1μM, 3 μM, 10μM, 30 μM y 100μM. Los datos representan la media ± 
error estándar. N = 5, n = 40. Se analizaron mediante la prueba de ANOVA de una vía, p > 0.05.  
 
Se compararon las áreas bajo la curva obtenidas para cada concentración en el programa 

SigmaPlot, donde se obtuvieron las medias siguientes con su error estándar para 100nM, 

39.10 ± 4.88; 300nM, 33.75 ± 4.24; 1μM 33.45 ± 6.13; 3μM, 34.96 ± 9.10; 10μM, 33.78 ± 

5.75; 30μM, 34.17 ± 5.44; 100μM, 26.78 ± 6.73. Se realizó análisis de ANOVA de una vía 

mediante SigmaPlot donde se obtuvo un valor crítico 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 estadísticamente 

significativas.  

 

Se llevaron a cabo experimentos comparativos entre la aplicación de adenosina 100nM en 

presencia y ausencia de Ca2+ extracelular. A continuación, se muestra un gráfico 

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

16). 

 

 

p > 0.05 
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Figura 16. Incremento en la [Ca2+]i secundario a la microperfusión de adenosina en presencia y ausencia 
de Ca2+ extracelular. Gráficas en las que cada línea de diferente color representa el cambio de fluorescencia 
en una célula diferente al aplicar por 90 segundos adenosina concentración de 100nM en presencia de Ca2+ 

(izquierda) y en ausencia de Ca2+ (derecha) extracelular. 
 

 

Para valorar las diferencias en la respuesta de calcio, se compararon las áreas bajo la curva 

obtenidas para cada condición. (Figura 17). Se realizó una prueba t-Student para determinar 

si hay cambios estadísticamente significativos entre los dos grupos de estudio. La diferencia 

en los valores medios de los dos grupos (Adenosina 100nM con Ca2+ cuyo promedio fue 

38.89 ± 4.68 contra el Adenosina 100nM sin Ca2+ 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 estadísticamente significativas.  
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Figura 17.- Comparativa de media de área bajo la curva del incremento en la [Ca2+]i en presencia y ausencia 
de calcio extracelular empleando adenosina en una concentración de 100nM. Los datos representan la 
media ± error estándar. N = 5, n= 40. Se analizaron mediante la prueba estadística t-Student, p > 0.05. 

 

También se midieron las intensidades máximas 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 estadísticamente significativas. (Figura 18) 
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Figura 18.- Comparativa de media intensidades máximas obtenidas en presencia y ausencia de calcio 
extracelular posterior a la microperfusión con adenosina en concentración de 100nM. Los datos representan 
la media ± error estándar. N = 5, n = 40. Se analizaron mediante la prueba estadística t-Student, p = 0.046 

 

 

Cafeína, antagonista de los receptores de adenosina en la línea celular LP07 

Se administró adenosina 100nM mediante microperfusión, y después se mantuvieron a las 

células LP07 durante una hora en presencia de Cafeína 1 mM, un antagonista no selectivo 

de receptores de adenosina, posteriormente se volvió a administrar adenosina en una 

concentración de 100nM siguiendo el protocolo establecido en los experimentos previos.  

Se muestran las gráficas comparativas de referencia que representan 8 células por campo 

(Figura 19). 
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Figura 19.- Incremento en la [Ca2+]i secundario a la microperfusión de adenosina después de bloquear a 
los receptores de adenosina con cafeína 1mM por una hora. Gráficas en las que cada línea de diferente 
color representa el cambio de fluorescencia en una célula diferente al aplicar por 90 segundos adenosina 
concentración 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 Cafeína 1mM, se compararon 

las áreas bajo la curva obtenidas para cada condición (Figura 20). Se realizó una prueba t-

Student para observar si hay cambios estadísticamente 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 + Cafeína 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 estadísticamente significativas. 
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Figura 20.- Área bajo la curva del incremento de [Ca2+]i secundario a la microperfusión de adenosina 100nM 
y adenosina 100nM + cafeína 1mM. Los datos representan la media ± error estándar. N = 5, n = 40. Se 
analizaron mediante la prueba t-Student, p = 0.007. 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

El cáncer corresponde a un amplio grupo de enfermedades que se originan a partir de un 

crecimiento descontrolado de células. La composición del microambiente tumoral ha 

demostrado ser primordial en la generación de un medio que facilite este crecimiento 

descontrolado, los componentes celulares y no celulares que lo integran participan de 

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

 

Este microambiente tumoral se caracteriza por una concentración inusualmente alta de ATP 

(Di Virgilio et al. 2018). El ATP puede ser degrado a ADP, AMP o adenosina, mediante un 

sistema enzimático conocido como ectonucleotidasas (Jeffrey et al., 2020). Los 

componentes celulares del microambiente tumoral expresan ectonucleotidasas en su 

membrana plasmática (CD39 y CD73) es por ello, que las concentraciones de adenosina 

también encuentran elevadas en el microambiente tumoral, encontrándose presente en 

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

 

Los nucleótidos (ATP, ADP, AMP) y el nucleósido adenosina funcionan como moléculas de 

señalización que activan a los receptores purinérgicos a través de señalización autócrina y 

paracrina (Lazarowski, 2012). Además de expresar ectonucleotidasas, las células que 

integran al microambiente tumoral también expresan receptores purinérgicos en su 

membrana plasmática. A través de la unión a sus receptores, estos nucleótidos y 

nucleósidos participan en la regulación de la progresión tumoral (Feng et al., 2020). 

 

Esta regulación es llevada a cabo a través de efectos protumorales y antitumorales. Los 

efectos protumorales que se han reportado por la activación de receptores de adenosina 

son: aumento de la proliferación celular, promoción de la progresión del ciclo celular, 

inhibición de P27, disminución las caspasas, disminución de la apoptosis, aumento de la 

invasión, aumento de la quimiotaxis y la migración, disminución de la metástasis, aumento 

de los factores y receptores angiogénicos, aumento del escape inmunológico, aumento la 

infiltración tumoral de macrófagos, aumento de ERK1/2 y aumento de HIF-1α (Gessi et al. 
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2011; Kazemi et al., 2018; Campos et al., 2020). 

 

Entre los efectos antitumorales reportados encontramos: disminución de la proliferación, 

detención del ciclo celular, aumento de la apoptosis, disminución del crecimiento y de la 

invasividad del tumor, disminución de la metástasis, disminución de la vascularización y de 

los factores y receptores angiogénicos, protección de la integridad endotelial y disminución 

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

 

Es por lo anterior, que la relación que existe entre el cáncer y la señalización purinérgica ha 

ido tomando un gran interés los últimos años. El interés de este proyecto se centra en el 

cáncer pulmonar, la señalización purinérgica mediada por adenosina y su participación en 

la generación de cambios intracelulares de Ca2+. 

 

La señalización purinérgica en el pulmón sano es fundamental ya que participa en la defensa 

contra infecciones o sustancias nocivas para el mismo (Lazarowski, 2011). Se ha reportado 

la distribución y expresión de receptores de adenosina en diferentes sitios de la vía aérea, 

desde el epitelio nasal (A2B) y traqueal (A2B y A3), en neumocitos tipo 1 (A1, A2A, A2B y A3) y 

tipo 2 (A1, A2A, A2B y A3), así como en células de músculo liso (A1, A2B, A3) y endotelio (A1, A2A, 

A2B) (Burnstock et al., 2012) 

 

La afinidad de los receptores de adenosina a este nucleósido no es la misma. Los receptores 

A1 presentan la mayor afinidad, mientras que los receptores A2B presentan la menor 

afinidad. Las concentraciones efectivas medias (EC50) reportadas para cada receptor de 

adenosina son: A1 (1-10nM), A2A (30nM), A2B (1μm) y A3 (100nM). (Thompson et al 2021) 

 

Los receptores de adenosina también están presentes en el cáncer pulmonar. Se ha 

estudiado la expresión de estos receptores mediante RT-PCR e inmunofluorescencia en 

líneas celulares de cáncer de pulmón humano y murino. Se ha reportado la expresión de 

receptores de adenosina en las líneas celulares de cáncer de pulmón humana A549 (A1, A2A, 
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A2B, A3); HTB177 (A2B); HTB183 (A1, A2A, A2B); CRL5803 (A1, A2A, A2B); CRL2062 (A1, A2A, A2B); 

CRL5853 (A2A, A2B); Lu-95 (A3) y SBC-3 (A3). También se ha reportado la expresión de 

receptores de adenosina en líneas de cáncer de pulmón murino, como en la línea LLC (A2B y 

A3) (Otsuki et al., 2012, Kanno et al., 2012, Ryzhov et al., 2018.) 

 

En la línea celular LP07 no se habían reportado la expresión de receptores purinérgicos, 

hasta que en un trabajo realizado en nuestro laboratorio se reportó la expresión de 

receptores P2 en el núcleo de las células (P2X4, P2X7, P2Y2, P2Y6 y P2Y4), en el citoplasma 

(P2X7, P2Y6, P2Y2 y P274) y en la membrana plasmática (P2Y2 y P2Y4) (Martinez, 2021) 

 

En el presente trabajo se continuó estudiando la expresión de receptores purinérgicos en 

la línea celular LP07, concretamente los receptores P1 de adenosina. Encontrando mediante 

técnicas de inmunofluorescencia indirecta la presencia del receptor A1 en el núcleo y 

citoplasma de las células, así como la expresión del receptor A3 en el núcleo, citoplasma y 

membrana celular. 

 

El interés de estudiar la expresión de los receptores de adenosina en la línea celular LP07 

se basa en el papel que pueden desempeñar en la regulación de la progresión tumoral en 

diferentes líneas celulares de cáncer de pulmón humano y murino. De manera general, se 

ha visto que la activación de los receptores A2A y A2B produce efectos protumorales y que la 

activación del receptor A3 produce efectos antitumorales.  

 

El receptor A2A promueve el incremento del crecimiento tumoral en las células A549, esto 

se ha podido comprobar al bloquear selectivamente al receptor, cuando se silencia A2A hay 

un aumento de células apoptóticas y un aumento de la actividad de las caspasas efectoras 

3-7. (Mediavilla et al., 2013). Mientras que el receptor A2B, promueve en estas células la 

transición epitelio mesenquimal a través de la activación de la vía cAMP/PKA. (Giacomelli 

et al., 2018). El receptor A2B, también promueve el crecimiento del carcinoma en ratones 

inoculados con células LLC al aumentar la producción de VEGF (Ryzhov et al., 2018). 



51 
 

 

En la línea celular A549, el receptor A3 induce la detención de la progresión del ciclo celular 

en la fase G0/G1 por regulación a la baja de ciclina D1, c-myc y CDK4. (Kim et al., 2008). 

También regula al alza la expresión 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 cáncer de 

pulmón humano Lu-65, la adenosina induce la apoptosis al aumentar la expresión de la 

proteína supresora de tumores p53 a través del receptor de adenosina A3, promoviendo la 

transcripción del gen Noxa dependiente de p53, provocando así la activación de la caspasa-

9 y el efector caspasa-3. (Otsuki et al., 2012) La adenosina induce la apoptosis de las células 

SBC-3 al aumentar la expresión de AMID, una proteína inductora de la apoptosis, y 

promover la translocación de AMID en el núcleo a través del receptor de adenosina A3. 

(Kanno et al., 2012) 

 

La apoptosis puede desencadenarse por diversas señales intracelulares, especialmente el 

aumento de Ca2+ intracelular. El aumento de la concentración del Ca2+ intracelular en las 

células se logra principalmente mediante el aumento de la entrada de Ca2+ a través de los 

canales de Ca2+ de la membrana plasmática o la liberación de Ca2+ del almacenamiento 

interno, como el retículo endoplásmico (RE) y las mitocondrias (Bruce & James, 2020). 

 

La sobrecarga y el agotamiento de Ca2+ en el RE conduce al estrés de este organelo celular. 

El estrés prolongado estimula la activación de la caspasa-12, una vez activada esta caspasa, 

actúa 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 Ca2+ del uniportador mitocondrial de calcio (MCU) es baja y el tamaño de 

la reserva de Ca2+ mitocondrial es pequeño en condiciones fisiológicas (>100 µM). Sin 

embargo, pueden acumularse cantidades mucho mayores de Ca2+ en las mitocondrias 

cuando las concentraciones intracelulares de Ca2+ aumentan. Una sobrecarga sostenida de 
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Ca2+ dentro de la mitocondria induce a la producción de especies reactivas de oxígeno, 

radicales libres y la liberación 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 señalización de Ca2+ en la apoptosis. La 

unión de Ca2+ a la calcineurina, una proteína dependiente de Ca2+ y calmodulina, conducen 

a alteraciones en la transcripción génica generando la muerte celular. El Ca2+ estimula a la 

óxido nítrico sintasa (NOS), enzima involucrada en la síntesis de óxido nítrico y la regulación 

de la apoptosis. La fosfolipasa A (PLA2), enzima dependiente de Ca2+, participa en la 

generación de especies reactivas de oxígeno. Miembros de la familia calpaína de cisteína, 

proteasas activadas por Ca2+, también participan en la apoptosis (Garrido et al., 2006). 

 

Los receptores acoplados a proteínas G, como los receptores de adenosina, pueden 

participar en la modificación del nivel intracelular de Ca2+ y contribuir de esta forma a la 

inducción de la apoptosis. Se han observado cambios en las concentraciones intracelulares 

de Ca2+ 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 músculo liso (Tsai et al., 1998) neuronas piramidales 

(Fleming & Mogul, 1997), entre otros. Estos cambios en el nivel intracelular de Ca2+ se han 

observado a partir de concentraciones extracelulares de adenosina de 100nM y hasta 

concentraciones de 100µM.  

 

En líneas celulares de cáncer de próstata como DU145 y PC3, se ha reportado que la 

estimulación de receptores purinérgicos acoplados a proteínas G, como los receptores P2Y 

y P1, induce un aumento rápido y elevado del nivel de Ca2+ intracelular, independiente de 

la presencia de Ca2+ extracelular (Marchetti et al., 2022). En células endoteliales derivadas 

de tumores también se ha reportado un aumento del calcio citosólico, generado por la 

movilización de Ca2+ de los depósitos intracelulares (principalmente RE) y la entrada de 

Ca2+ a través de la membrana plasmática (Scarpellino et al., 2019). La estimulación de 

receptores acoplados a proteínas G, en líneas celulares de adenocarcinoma de endometrio, 
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induce rápidamente la movilización de Ca2+ y regula la expresión de proteínas relacionadas 

con el Ca2+ (Huang et al., 2022) 

 

Cabe recalcar que cambios en las concentraciones de Ca2+ secundarios a la activación de 

receptores de adenosina no han sido reportados en células de pulmón sanas o tumorales, 

ya que el principal interés se ha centrado en los receptores purinérgicos P2, de los cuales sí 

hay reportes de cambios en la dinámica del Ca2+ desde hace mucho tiempo (Evans et al., 

1999) 

 

Los experimentos que realizamos con la línea celular LP07 mostraron que la aplicación 

directa de adenosina 100 nM por microperfusión genera un cambio en el nivel intracelular 

de Ca2+. Esto se pudo ver reflejado de forma indirecta mediante el empleo de la sonda de 

calcio (Fluo-4 FF AM) y la medición de los cambios de fluorescencia. Se realizaron 

experimentos con concentraciones de mayores de adenosina (300nM, 1µM, 3µM, 10µM y 

100µM), se calculó el área bajo la curva para cada uno de ellos y al compararlos no se 

apreció una diferencia significativa (p < 0.05) en el aumento del nivel intracelular de calcio 

respecto a la concentración de 100nM. Estos experimentos fueron realizados en presencia 

de Ca2+ extracelular. 

 

También pudimos observar que el incremento del Ca2+ citosólico fue de menor magnitud, 

en comparación a otros experimentos realizados con receptores purinérgicos en el 

laboratorio, en donde la estimulación de receptores P2, producen un incremento del Ca2+de 

hasta 10 veces más que la estimulación de receptores P1 (Martinez, 2021). Este aumento 

muy probablemente se relaciona con la presencia de receptores de adenosina A3 en la 

membrana plasmática de las células LP07. 

 

Los receptores de adenosina A3 son receptores acoplados a proteína Gq, esta proteína 

estimula a la fosfolipasa C (PLC), quien incrementa la producción de diacilglicerol (DAG) e 

inositol trifosfato (IP3). IP3 se une a sus receptores ubicados en la membrana del RE 
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conduciendo a la liberación de Ca2+, produciendo de esta manera un aumento del nivel 

intracelular de Ca2+.  

 

Para comprobar que el aumento del Ca2+ era secundario a la estimulación de los receptores 

de adenosina y posterior movilización de este segundo mensajero desde los depósitos 

intracelulares, se realizaron experimentos comparativos en presencia y ausencia de Ca2+ 

extracelular. Se decidió utilizar para estos experimentos una concentración de 100nM de 

adenosina, ya que es la EC50 reportada para los receptores A3, receptores cuya expresión 

pudimos observar mediante inmunofluorescencia, además de haber sido la concentración 

a la que se pudo observar un mayor aumento en la fluorescencia en los primeros 

experimentos. 

 

Se comparó a los experimentos con Ca2+ contra aquellos sin él y pudimos observar, al 

realizar el cálculo de área bajo la curva, que no hubo diferencia significativa en los niveles 

intracelulares de Ca2+ al estimular las células LP07 mediante microperfusión con una 

concentración de 100nM. Sin embargo, si hubo una diferencia significativa (p < 0.05) en la 

media de intensidad máxima 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 máxima de 

fluorescencia alcanzada por las células en presencia de Ca2+ extracelular nos sugiere que 

muy probablemente algunos iones de Ca2+ siguiendo su gradiente de concentración se 

trasladaron al interior de la célula por canales de entrada de Ca2+. Sin embargo, al hacer el 

análisis del área bajo la curva y calcular la media del total del cambio de fluorescencia no se 

encontró diferencia significativa, lo que nos indica que el aumento del calcio intracelular se 

debe principalmente a la actividad de los canales de liberación del retículo endoplásmico 

(RE). 

 

Para confirmar el efecto agonista de los receptores de adenosina sobre los cambios en la 
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señal de Ca2+ se empleó un antagonista. Se utilizó una concentración de 1mM de cafeína, 

que es un antagonista competitivo no selectivo de todos los subtipos de receptores de 

adenosina. (Ribeiro & Sebastiao, 2010).  

 

Se ha reportado que la cafeína ejerce sus efectos antagonistas en los receptores de 

adenosina en concentraciones mayores a 100μm (Fredholm et. al 2011). La cafeína 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 & Mejía, 2017). 

 

Se realizó una aplicación directa de adenosina 100nM por microperfusión a las células LP07, 

posteriormente se bloquearon a los receptores de adenosina durante 1 hora con cafeína 

1mM, y se volvió a realizar una aplicación de adenosina 100nM durante la cual no se 

observó un cambió en la fluorescencia.  

 

Finalmente, para corroborar que no hubo un cambió en el nivel intracelular de Ca2+ se 

realizó el cálculo del área bajo la curva, y las medias de los cambios de fluorescencia de 

ambas condiciones se compararon encontrándose 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 LP07 participa en la generación de cambios intracelulares de Ca2+. 
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CONCLUSIONES  

 

• Las células de la línea tumoral LP07 expresan receptores de adenosina A1 en el 

núcleo y citoplasma; y receptores A3 en el núcleo, citoplasma y membrana 

plasmática.  

 

• La concentración que generó un incremento en el nivel intracelular de Ca2+ fue 

100nM, sin apreciarse una diferencia significativa al administrarse concentraciones 

mayores 

 

• El aumento en el nivel de Ca2+ intracelular es independiente de la presencia de Ca2+ 

extracelular. 

 

• El efecto de la adenosina sobre la dinámica de Ca2+ es antagonizado por la cafeína. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PERSPECTIVAS 
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Los resultados obtenidos sobre los efectos de la adenosina en la línea celular LP07 dan la 

pauta para que este proyecto continue. Para su continuación, se proponen las siguientes 

perspectivas: 

 

• Identificar la presencia de receptores A2A y A2B mediante la técnica de 

inmunofluorescencia en la línea celular tumoral LP07. 

 

• Identificar la presencia de receptores A1, A2A, A2B y A3 mediante técnicas moleculares 

en la línea celular tumoral LP07. 

 

• Realizar experimentos con agonistas y antagonistas selectivos de receptores P1 en 

la línea celular tumoral LP07 para reconocer la influencia de cada receptor en las 

concentraciones de Ca2+ intracelular. 

 

• Utilizar la estimulación de receptores P1 en la línea celular tumoral LP07 en conjunto 

con la terapia fotodinámica para evaluar cambios en la concentración de Ca2+ 

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

 

 

• Realizar experimento in vivo en biomodelo murino (Balb/c) con la intención de 

evaluar la presencia de estos receptores en un tumor.  
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