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ABREVIATURAS

ABC Transportador de Casete de union ATP

ABCG2 Transportador de Casete de proteina de union a
ATP G2

ABCC1 Miembro 1 de la subfamilia C del casete de unidn

del transportador de casete union ATP

ACS Sociedad Estadounidense del Cancer

ADN Acido Desoxirribonucleico

ADNc Acido Desoxirribonucleico Complementario

AJCC Comité Conjunto Estadounidense sobre el Cancer

AMPc Monofosfato de adenosina ciclico

ARNm Acido ribonucleico mensajero

AKT Proteina cinasa B

ALK Quinasa del linfoma anaplasico

a-SMA Actina alfa de musculo liso

ATM Mutacion Ataxia Telangiectasa

ATR Mutacion Ataxia Telangiectasa y relacionado con
Rad3

Bret Bromuro de etidio

C-Myc Proteina reguladora del crecimiento

EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico

EMT Transicion Epitelio Mesénquima

EPOC Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica

GABAA Acido y-aminobutirico tipo A

GLOBOCAN Observatorio mundial del cancer

IARC Agencia Internacional sobre la Investigacion del
Cancer

IL Interleucina



K-RAS
MAPK
MDR
NSCLC
OoMS
PCR-RT

PD-1
PDE
RET
RyR
SFB
TNF-a

Oncogeén viral del sarcoma de rata Kristen
Proteinas quinasas activadas por mitdgenos
Resistencia a multiples farmacos

Carcinoma de pulmén de células no pequefias
Organizacion Mundial de la Salud

Reaccion en cadera de la polimerasa con
retrotranscripcion

Proteina de muerte celular programada
Fosfodiesterasa

Reorganizado durante la transfeccion
Receptores de rianodina

Suero fetal bovino

Factor de necrosis tumoral alfa



RESUMEN

El cancer de pulmodn posee alta incidencia global, y es una de las principales causas
de muerte a nivel mundial, tanto en hombres como en mujeres. Diversos factores
presentes en el microambiente tumoral favorecen su potencial metastasico, donde

las células aumentan su capacidad proliferativa, migratoria y de supervivencia.

Paclitaxel es uno de los principales farmacos quimioterapéuticos usados para
combatir el cancer, sin embargo, se ha observado que a largo plazo puede generar
quimiorresistencia de las células tumorales, volviendo el tratamiento ineficiente. La
resistencia al paclitaxel, es un desafio importante en el tratamiento del cancer de
pulmon, y se ha relacionado con la sobreexpresion de transportadores que extruyen
el farmaco de las células cancerosas, disminuyendo asi su eficacia terapéutica. Por
lo que diversos grupos de investigacion estan en la busqueda de nuevas opciones

farmacoldgicas para un tratamiento mas efectivo del cancer de pulmén.

La cafeina, recientemente ha sido objeto de estudio en el campo de la oncologia,
debido a que se ha observado que puede reducir el desarrollo y progresién de

diferentes tipos de cancer.

Por lo tanto, el propdsito del presente trabajo fue investigar si la cafeina es capaz
de disminuir el potencial metastasico de las células A549, derivadas de cancer de
pulmoén de células no pequefas, para lo cual se evaluaron sus propiedades

funcionales de proliferacion y migracion.

Los resultados obtenidos muestran que la cafeina inhibe de manera significativa la
capacidad proliferativa y migratoria de las células A549. El tratamiento conjunto de
las células A549 con cafeina y paclitaxel no alteran el efecto citotdxico al observado,
cuando son tratadas de manera individual, lo cual sugiere que comparten la misma

via de senalizacion intracelular.



INTRODUCCION
CANCER

En 1838 se describieron células con morfologia alterada, y se postulé que estas
eran la causa de las neoplasias a las que actualmente conocemos como cancer
(Sanchez C., 2013). Actualmente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
define el cancer como gran conjunto de enfermedades que se pueden originar en
casi cualquier 6rgano o tejido del cuerpo, cuando células anormales crecen de forma
descontrolada, sobrepasan sus limites habituales e invaden partes adyacentes del

cuerpo y/o se propagan a otros 6rganos (Organizaciéon Mundial de la Salud, 2023)

FISIOPATOLOGIA

El crecimiento celular de manera descontrolada se debe a dos tipos diferentes de
mutaciones: genéticas y epigenéticas, las cuales permiten a las células proliferar y
autorrenovarse dando lugar a la formacién de tumores (de Visser & Joyce, 2023;
Yin et al., 2021).

Genéticamente, el desequilibrio entre proliferacion y muerte celular es debido a
mutaciones de protooncogenes y/o supresores tumorales, elementos encargados
de regular el ciclo celular (Bermudez et al., 2019). La célula tumoral presenta una
mayor capacidad para dividirse en comparacion con las células normales, misma
que también poseeran las células hijas que logran evadir los mecanismos de control

del sistema inmune (Sanchez C., 2013).

Por su parte, las alteraciones epigenéticas (aquellas que no se asocian a
alteraciones de la secuencia de ADN) implicadas en el desarrollo del cancer son;
modificacion de las histonas, posicionamiento de los nucleosomas y remodelacion

de la cromatina (You et al., 2023).



Los procesos de mutacion mencionados dotan a las células cancerigenas de
caracteristicas fisiopatologicas intrinsecas, como la capacidad de continuar su
crecimiento lejos de su origen; al dotarlas de una mejorada capacidad migratoria e
invasiva a tejidos lejanos en un proceso conocido como metastasis, la facultad para
activar procesos inflamatorios, potencial de replicacion ilimitado, resistencia a la
muerte celular programada, alteraciones del metabolismo celular, evasion del
sistema inmune, liberacion de factores angiogénicos, entre otros. (Hanahan, 2022)
(Figura 1). demas, es importante destacar la capacidad de plasticidad fenotipica,
que llegan a presentar las células tumorales, tales como: a) transdiferenciacion; b)
desdiferenciacion, y c¢) transicion epitelio — mesénquima (EMT), este ultimo se
refiere a que las células de fenotipo epitelial dejan de expresar sus marcadores
caracteristicas, como E-cadherina, y en su lugar, comienzan a expresar marcadores
de fenotipo mesenquimal, como vimentina, a-SMA , N-cadherina y fibronectina. La
importancia de la transicion epitelio-mesénquima radica en ser el paso inicial de la
metastasis, ya que se favorece la capacidad migratoria e invasiva de la células

cancerosas (Du et al., 2024).



Mantenimiento de la Evasion de los supresores
sefal proliferativa del cremiento

Reprogramacion
epigenética no mutacional
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Desregulacion del
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i ) Inmortalidad replicativa
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habilitada
muerte celular
Mutacién e Inflamacion
inestabilidad promotora de
del genoma tumores

Senescencia celular Microbiomas polimérficos

Inducciény acceso a Activacion de la
la vascularizacion invasion y metastasis

Figura 1. Caracteristicas de las células cancerigenas. Imagen modificada de (Modificado
de Hanahan, 2022).

EPIDEMIOLOGIA

De acuerdo con datos proporcionados por parte de la Organizacién Mundial de la
Salud en el 2022, el cancer ocupa el cuarto lugar como una de las principales causa
de muerte a nivel mundial (OMS, 2022). Ademas, la Agencia Internacional sobre la
Investigacion del Cancer (IARC) reporté que 1 de cada 5 personas en todo el
mundo, llegara a desarrollar algun tipo de cancer en algun momento de su vida.
Igualmente informd, que se registraron alrededor de 20 millones de nuevos casos
de cancer y aproximadamente 10 millones de muertes por cancer a nivel mundial
en ese ano (IARC, 2024).

Los tipos de cancer mas frecuentes reportados en 2022 son; el cancer de pulmén
(12.4%), de mama (11.5%), colorrectal (9.6%), de prostata (7.3%), gastrico (4.8%),
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y de higado (4.3%) (Figura 2). En cuanto mortalidad, el cancer de pulmon siguid
ocupando el primer lugar con un 18.7%, seguido del cancer colorrectal (9.3%),
higado (7.8%), de mama y gastrico (6.8%) (Figura 3) (GLOBOCAN, 2022a).

Incidencia, Mundial, Ambos sexos en 2022

Pulmén
2480675 (12.4%)

Mama
2 296 840 (11.5%)

Otros
9 969 785 (49.9%)

Colorrectal
1926 425 (9.6%)

Préstata
1467 854 (7.3%)

Estémago
968 784 (4.8%)

Higado
866 136 (4.3%)

Total
19 976 499

Cancer HOY | IARC - https://gco.iarc.who.inttoday
Version de datos: Globocan 2022
© Todos los derechos reservados 2024

Figura 2. Gréifica de los nuevos casos diagnosticados de cancer a nivel mundial
(GLOBOCAN, 2022).



Mortalidad, Mundial, Ambos sexos en 2022

Pulmén
1817 469 (18.7%)

Otros

4 469 932 (45.9%) Colorrectal

904 019 (9.3%)

Higado
758 725 (7.8%)

Mama
666 103 (6.8%)

Pancreas Estéomago
467 409 (4.8%) 660 175 (6.8%)
Total

Cancer HOY | IARC - https://gco.iarc.who.inttoday 9 743 832

Versién de datos: Globocan 2022

o8 reservados 2024

[

Figura 3. Gréfica de la mortalidad provocada por cancer a nivel mundial (GLOBOCAN,

2022a).

DIAGNOSTICO

El diagndstico oportuno del cancer es de suma importancia, no existe una unica

prueba para el diagnéstico de esta enfermedad, sino que de acuerdo con el Instituto

Nacional del Cancer (2023) se establece una serie de pasos diagndsticos que

incluyen:

Exploracién fisica.

Pruebas de laboratorio: pruebas de marcadores tumorales, analisis
citogenético, inmunofenotipificacion.

Pruebas con imagen: resonancia magnética, tomografia computarizada,
tomografia por emision de positrones, ecografia, radiografia.

Biopsias para determinar el estadio del cancer.

Una proporcion elevada de pacientes presentan recurrencia al diagnostico de

cancer y por ende, no logran una supervivencia a largo plazo (Yin et al., 2021) por



lo anterior, se considera un reto importante extender la supervivencia en pacientes
diagnosticados con cancer, considerandose como uno de los principales problemas

econdmicos, de salud publica y social a nivel global (Bray et al., 2024).

CANCER DE PULMON

La exposicion a carcindgenos como el humo de cigarrillo, toxinas ambientales,
infecciones pulmonares y la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)
provocan mutaciones e inflamacion cronica en el parénquima pulmonar. Como
consecuencia, en las vias respiratorias pulmonares y el tejido alveolar se produce
un constante infiltrado de células inflamatorias, un aumento en la actividad de
elementos del sistema inmune; y como consecuencia se propicia un ambiente
optimo para la supervivencia y proliferacion de las células cancerosas (O’Callaghan
et al., 2010). Existen marcadores moleculares asociados con la supervivencia y
proliferacion celular, como el factor antigeno nuclear de células Ki-67, que se
correlaciona positivamente con la capacidad proliferativa, ademas existen otros
marcadores con un valor clinico importante en el tratamiento y prondstico de

diversos tipos de cancer de pulmén (Hu et al., 2023).
a) SIGNOS Y SINTOMAS

Los sintomas mas comunes del cancer de pulmoén, de acuerdo con la OMS (2023)

son:

e Pérdida de peso sin causa aparentemente conocida.
e Infecciones pulmonares recurrentes.

e Hemoptisis (tos con sangre).

e Dolor toracico.

e Fatiga.

e Disnea (dificultad para respirar).



b) FACTORES DE RIESGO

Tabaquismo: Es el principal factor de riesgo, aumenta 20 veces mas la probabilidad
de cancer de pulmén en personas fumadoras en comparaciéon con personas no
fumadoras. El humo del tabaco contiene 7,000 sustancias dafinas, de las cuales,
hay que destacar al nitrato y a las N-nitrosaminas. Datos estadisticos senalan que
el consumo de tabaco suele ser mayor en personas con un nivel socioeconémico
bajo, en quienes ademas existe también una mayor recurrencia al fracaso en el
intento de dejar de fumar (Schabath & Cote, 2019).

Factores genéticos: La bibliografia existente, indica que antecedentes familiares
de cancer de pulmon aumentan la predisposicion genética un 25% a desarrollar la
enfermedad (Alexander et al., 2020; Schabath & Cote, 2019).

Edad: A través de diversos estudios, sea demostrado la existencia de una relacion
directamente proporcional entre una edad avanzada con una mayor probabilidad en

el riesgo de padecer cancer de pulmén (Dubin & Griffin, 2020).

Género: El género masculino presenta mayor incidencia y mortalidad por cancer de
pulmén, en comparacion con el género femenino, una de las explicaciones es que
los varones tienden con mayor probabilidad a fumar tabaco (Thandra et al., 2021).
Tan solo en el afno 2022, se diagnosticaron 1’572,045 casos en hombres, y 908, 630
casos en mujeres. En relacion a la mortalidad, durante ese mismo ano, se reporto
la defuncion de 1'233,241 hombres y de 584,228 mujeres (GLOBOCAN, 2022).
Para el caso especifico de la poblacion femenina sobre el desarrollo de cancer de
pulmén en mujeres fumadoras, se ha demostrado que un factor adicional son
mutaciones en el gen supresor de tumores p53 y el protooncogén K-RAS, donde los
carcindgenos del tabaco poseen una significativa interaccién con los estrogenos
(Stapelfeld et al., 2020).

Exposiciones ambientales: La exposicion ambiental al cromo, arsénico, asbesto,
amianto e hidrocarburos aromaticos policiclicos se ha asociado con un aumento de

la probabilidad de padecer cancer de pulmén. En los paises en vias de desarrollo,
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utilizar lefia para quemar, asi como pasar muchas horas en tareas de cocina se
consideran factores de riesgo ambientales para desarrollar cancer de pulmén
(Alexander et al., 2020; Dubin & Griffin, 2020).

Radén: Un elemento gaseoso que suele encontrarse en rocas, agua subterranea y
suelo, ademas se produce al desintegrarse uranio-238 o radio-226, faciimente
puede acumularse en los hogares, siendo un riesgo mayor en personas no

fumadoras expuestas constantemente a él (Dubin & Griffin, 2020).
c) DIAGNOSTICO

El diagnostico precoz resulta prometedor para mejorar la supervivencia a largo plazo
en pacientes con cancer de pulmon. Los estudios de imagen como la tomografia
computarizada resultan de gran utilidad diagndstica (Louis et al., 2024) sin
embargo, de acuerdo con la IARC, la existencia de biomarcadores moleculares
brindan un panorama diagnéstico mas prometedor, ya que existen alrededor de 36
marcadores proteicos asociados con el desarrollo del cancer de pulmoén. Un ejemplo
de ellos son los marcadores bioquimicos del estado inmunolégico e inflamatorios,
utilizados para medir la proporcion de neutrofilos y linfocitos, que de estar presentes
de manera elevada seran un indicador de mal prondstico (IARC 2023; Chen et al.,
2024).

d) CLASIFICACION

El cancer de pulmon se divide en dos grandes grupos de acuerdo a su histologia:
cancer de pulmoén de células pequefias, que representa el 15% de los canceres de
pulmén, y el cancer de pulmén de células no pequefias siendo el tipo mas comun,

pues representa del 80— 90% de los canceres de pulmoén (Schabath & Cote, 2019).

El cancer de pulmén de células pequefas se caracteriza por surgir de la submucosa
de las vias respiratorias y también originarse de células neuroendocrinas del epitelio

bronquial basal. Se puede subclasificar en puro o combinado (en combinacién con



el cancer de pulmon de células no pequenas), ademas, este pueden llegar a realizar

metastasis a hueso, higado y cerebro (Nooreldeen & Bach, 2021).

>

Figura 4. Clasificacion Histoldgica del cancer de pulmén (Modificado de Schabath & Cote,
2019).

El cancer pulmén de células no pequefias, histolégicamente se subdivide en cuatro
subtipos; adenocarcinoma (40%), carcinoma de células escamosas (25-30%),
carcinoma de células grandes (10-15%) y otros subtipos no especificados como el
tumor carcinoide bronquial (Figura 4). El cancer de pulmén de células no pequefas
tiende a crecer de manera mas lentamente en comparacién con el cancer de pulmon
de células pequenas, debido a que el primero no hace metastasis en las etapas
iniciales (Guo et al., 2022) sin embargo este tipo de tumores, tiende a detectarse
en estadios avanzados, por lo que genera poca sintomatologia a medida que

avanza.

Caracteristicamente, los carcinomas de células no pequenas son el tipo mas comun
de entre todos los tipos de cancer de pulmén (Padinharayil et al., 2023). La
ubicacion del crecimiento de estas células cancerosas determinara el tipo de cancer

de pulmén de células no pequenas al que pertenece, por ejemplo, si crece en las
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células escamosas de los pulmones, pertenece al carcinoma de células escamosas,
también llamado cancer epidermoide, en cambio si crece en varios tipos de células
grandes, pertenece al carcinoma de células grandes, o si el crecimiento inicia en
glandulas, como los alveolos, pertenece al subtipo de adenocarcinoma (National

Foundation for Cancer Research, 2020).

Por otra parte el Comité Conjunto Estadounidense sobre el Cancer (AJCC) clasifica
a los estadios mediante el sistema TNM que como se observa en la (Tabla 1) cada
letra evalua un aspecto del tumor, entre los que se encuentran (T) tamafio del tumor
primario, (N) categorizando el nivel de afectacién de los ganglios linfaticos y (M) la
presencia o ausencia de metastasis (Nooreldeen & Bach, 2021; Schabath & Cote,
2019).

TNM de clasificacién de tumores malignos.

Tamafio del tumor (cm) Ganglios linfaticos Metastasis
T1 <3 NO Sin ganglios linfiticos MO No
T2a3-5 o . o
T2 T2h 57 N1 Ganglios linfaticos broncopulmonares/hiliares ipsilaterales M1 Presente
T3 >7 N2 Ganglios linfaticos mediastinicos/subcarinales ipsilaterales

Invasion

T4 Organos mediastinicos N3 o . . o
Ganglios linfaticos supraclaviculares contralaterales/hiliares/mediastinicos
Cuerpos vertebrales

Etapal Etapa Il
A T1, NO, MO ITA T2b, NO, MO
BI T2a, NO, MO ITA T1, N1, M0
ITA T2a, N1, MO
1B T2b, N1, MO
1B T3, NO, MO

Tabla 1. Estadios del cancer de pulmén de células no pequenas (Modificado de
Nooreldeen & Bach, 2021).

e) TRATAMIENTO
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Los enfoques del tratamiento son de acuerdo con diversos factores como el estadio,
condicion del paciente, alteraciones genéticas e histologia del cancer. Por ello
existen diversas alternativas de tratamiento, entre las que destacan la cirugia,
inmunoterapia, radioterapia, quimioterapia y terapias moleculares dirigidas,
opciones que pueden ser aplicadas de forma individual o dual (Alexander et al.,
2020).

i Quirargico

La cirugia es el tratamiento recomendado en pacientes con cancer de pulmén en
estadios | — Il (etapas tempranas), ya que gracias a la recesion del tumor logran
tener una esperanza de vida de hasta 5 afios, de acuerdo al estadio clinico en que
se encuentre el paciente. Los porcentajes reportados de pacientes que lograron
tener una supervivencia de 5 afios, posteriores a la cirugia, en los diferentes
estadios son: en estadio IA el 77% -92%, en estadio IB el 68%, en estadio IIA el
65% Yy en estadio 1B el 56%.

il. Terapia dirigida

Son un tratamiento viable en el 69% de los casos en pacientes con cancer de
pulmén de células no pequefias mostrando una alta efectividad inclusive en
pacientes con etapas avanzadas del tumor. Para varios subtipos de cancer de
pulmon de células no pequeias se encuentran aprobados los inhibidores de la
tirosina cinasa, ademas, las terapias dirigidas a EGFR, ALK, RET, BRAF V600E y
NTRK mostraron resultados favorables (Alexander et al., 2020; Hirsch et al.,
2017).

iii. Quimioterapia

Se recomienda su administracion en los estadios IB — IlIA con una supervivencia de
5 anos en el 5.4 al 6.9% de los pacientes (Hirsch et al., 2017). El principal farmaco
empleado es el paclitaxel, desafortunadamente, un alto porcentaje de pacientes
sometidos a quimioterapia, en un tiempo determinado llegan a presentar

quimioresistencia, siendo un factor importante en la recurrencia tumoral.



La efectividad del tratamiento depende fundamentalmente de un diagnostico certero
y temprano, desafortunadamente, en la mayoria de los casos, el diagndstico se
realiza en etapas avanzadas, reduciendo con mucho la efectividad del tratamiento
y la supervivencia de los pacientes. Diversos grupos de investigacion estan
dedicados a la busqueda de nuevos farmacos que controlen de manera efectiva el
crecimiento tumoral y que, ademas, reduzca la posibilidad de desarrollar
quimiorresistencia, tal seria el caso de la cafeina, la cual se ha visto que ejerce

efectos citotdxicos en diferentes tipos de cancer.

CAFEINA

La cafeina es un alcaloide de purina de la familia metilxantina, presente en diversas
plantas y productos como café, tés de hoja verde, refrescos, medicamentos, bayas
de guarana, chicles, nueces y granos de cacao (Rodak etal., 2021).
Estructuralmente posee similitud con la molécula de adenosina, por lo que es capaz
de antagonizar los receptores de adenosina: A1, A2a, Azs y As. De manera especifica,
cafeina ha mostrado una capacidad como antagonista del receptor A2a, reduciendo
la liberacion de citocinas inflamatorias y obteniendo como resultado una disminucién

del crecimiento tumoral maligno (Venkata et al., 2019).

Del mismo modo, la cafeina es un antagonista de los receptores del acido y-
aminobutirico tipo A (GABAa), ademas es también un inhibidor competitivo no
selectivo de las fosfodiesterasas (PDE); las enzimas que degradan el monofosfato
de adenosina ciclico (AMPc) lo que da como resultado un aumento de la
concentracion de AMPc, agonista de los receptores de rianodina (RyR), que, a su

vez, provoca un aumento en la liberacion de Ca?* desde el reticulo sarcoplasmatico.

Se plantea que la cafeina posee propiedades antiinflamatorias, lo cual se atribuye
a su capacidad para disminuir los niveles de marcadores proinflamatorios como lo

son la proteina C reactiva, adiponectina e interleucinas (IL): IL-1p, IL- 6, IL-10 IL-18,
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TNF-a (Factor de necrosis tumoral a) (Eguchi et al., 2022; Meisaprow et al., 2021;
Rodak et al., 2021).

Se ha documentado una amplia variedad de efectos benéficos atribuibles a la
cafeina, actua como colaborar en la prevencién del Alzheimer y la demencia, reduce
el riesgo de padecer Parkinson, entre otras (Rodak et al., 2021). Recientemente se
ha investigado su papel en la potenciacién de los efecto antitumorales de los
farmacos usados en el tratamiento del cancer, donde se ha propuesto que el
mecanismo subyacente a dicho papel es a través del efecto inhibidor de la
reparacion del ADN, el cual puede afectar directamente la proliferacién e inducir la
apoptosis celular (Pascua et al., 2020; Wang et al., 2020). Ademas cabe mencionar

que la cafeina mejor la respuesta inmunitaria antitumoral (Eguchi et al., 2022).

Los tratamientos combinados con cafeina parecen ser prometedores para ciertos
tipos de tumores malignos como el cancer de pancreas, el cancer de estdmago,
higado, piel, ovarios y pulmén (Pascua et al., 2020; Wang et al., 2020). Se ha
demostrado que el uso combinado de cafeina con atorvastatina tiene fuertes efectos
inhibidores sobre el crecimiento modelos in vitro de cancer de préstata y de mama,
donde se observo que interferia en la funcién lisosomal y el metabolismo celular al
aumentar el nivel de fosforilacion oxidativa (Pascua et al., 2020), asi como un fuerte
efecto estimulante de la apoptosis, ademas de suprimir la migracién, la invasién y

la formacion esferas tumorales (Wang et al., 2020).

De la misma manera, se ha demostrado que la cafeina afecta a las proteinas
quinasas ATR y ATM, las cuales ejecutan un papel importante en la reparacion del
ADN, deteniendo el ciclo celular en G1 y provocando la muerte celular por apoptosis

en las células cancerigenas sin dafar a las células epiteliales normales de la mama.

En otro sentido la cafeina también se ha relacionado con la aceleracién de la
degradacion lisosomal, al disminuir los niveles de la proteina claudina-2 (presente
en mayor medida en adenocarcinoma de pulmon) y disminuir también los niveles de

expresion del factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2
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(Nrf2), aumentando asi la citotoxicidad de la doxorrubicina, dando como resultado

la supresién de la proliferacién y migracion celular (Eguchi et al., 2022).

La cafeina tiene también su implicacion en el glioblastoma multiforme en la linea
celular U87-MG, ya que su uso como pretratamiento como regulador de la via de
senalizacion ATM, la cual modula al ciclo celular, mejorando la eficacia del
cotratamiento con Temozolomida, reduciendo asi la proliferacion celular al inhibir la
fosforilacién de la via ATM/p53/p21. Ademas se ha demostrado que atenua a la
detencidn del ciclo celular en la fase G2 inducida posterior a la exposicion al
quimioterapéutico, ya que se sabe que el retraso del ciclo celular después de
quimioterapéuticos puede favorecer la reparacion de ADN, promoviendo la quimio
resistencia, al favorecer la supervivencia de las células cancerosas (Li et al., 2018).
También es capaz de inhibir la invasion a través de vias de sefalizacion MAPK y

Captesina B en el gliobastoma (Cheng et al., 2016).

De acuerdo con Meisaprow et al., (2021) la cafeina es capaz de detener las etapas
GO0/G1 del ciclo celular, y como consecuencia obtener una inhibicion de la
proliferacion celular capaz de reducir el potencial migratorio e invasivo, esto gracias
a mecanismos que modifican los niveles de expresion de las integrinas en las
subunidades av y B3, de las cuales se ha reconocido un papel fundamental en la
metastasis y agresividad del cancer afectando asi a los factores de transcripcion y
la senalizacion de proteinas. Gracias a este mecanismo, se ve reducida la
interaccién con proteinas intracelulares, afectando a elementos oncogénicos como
c-Myc, fundamental en la formacion de filopodios que facilitan la migracién celular

(Meisaprow et al., 2021).

PACLITAXEL

El paclitaxel o taxol, como anteriormente se conocia, proviene del arbol Taxus
brevifolia, aunque posteriormente debido a su escasez se optd por producirlo de

manera sintética. Se ha observado que paclitaxel tiene efectos sobre la
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regeneracion de axones, la fibrosis hepatica y renal, enfermedades de la piel,
procesos de inflamacion y enfermedades coronarias. Sin embargo, el uso que ha
destacado es el de farmaco anticancerigenos de primera linea utilizado en cancer
de pulmon de células pequefias y no pequefas, cancer de colorrectal, cancer de
mama, carcinoma de células escamosas de vejiga urinaria, cancer de cabeza y
cuello. Se ha demostrado que este farmaco se almacena intracelularmente e induce
la detencion del ciclo celular (en la fase G2/M) impidiendo la disociacion de los
microtubulos. Secundario a este suceso, ocurre un fenémeno de control mitético, en
el que, al detectarse la detencién de la mitosis, se induce un inicio del proceso de
destruccion celular eficaz a través de la via apoptética mitocondrial (Weaver, 2014;
L. Zhu & Chen, 2019; Z. Zhu et al., 2018). Sin embargo, una gran desventaja es
su baja biodisponibilidad oral, escasa solubilidad acuosa y su naturaleza
hidrofébica, ademas de sus efectos citotoxicos los cuales pueden producir
neuropatias periféricas, hepatotoxicidad, miopatia, embolia de lipidos pulmonares,
alopecia, neurotoxicidad, miopia e hipersensibilidad (Algahtani et al., 2019;
Weaver, 2014).

Algunos estudios sefalan que paclitaxel, participa en la detencién del ciclo celular,
induccion de la apoptosis e inhibicion de la proliferacion (Z. Zhu et al., 2018). Liu
colaboradores (2013) observaron que el tratamiento de paclitaxel durante 24 horas
de 10 ug /ml en células A549 generaron una marcada inhibicion de la proliferacién
celular e induccién de la apoptosis en conjunto con autofagia (Liu et al., 2013).
Zheng y Xu (2020) detallaron, que el paclitaxel, posiblemente se une a la tubulina,
inhibiendo la replicacién del ADN, las vias del ciclo celular, llevando a la muerte de
las células A549. Sumado a estos estudios, Lian y colaboradores (2021) detallaron
que tras combinar paclitaxel con fisetina, se observa una reduccién en la invasion y
migracion; y que esto posiblemente se deba a la desorganizacién de los filamentos

de actina del citoesqueleto.
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QUIMIORRESISTENCIA

La quimiorresistencia es definida como una resistencia especifica adquirida por
cualquier célula a la accion de determinadas sustancias quimicas. Especificamente
para el contexto de nuestro estudio, nos referimos a ella como la capacidad de las
células cancerosas para desarrollar mecanismos resistente a una variedad de
farmacos con propiedades anticancerigena, lo que permite que las células
cancerosas continuen su crecimiento (Ahmadpour et al., 2023; Mondal & Meeran,
2021).

Dicha quimiorresistencia se logra a través de mecanismos como la alteracién en la
interaccion farmaco-blanco, aumento de factores que impiden alcanzar la
concentracion intracelular efectiva, cambios en la respuesta celular que le permite
evadir las vias apoptéticas y tolerar condiciones de estrés celular. Al cambiar estos

mecanismos en la respuesta celular de las células cancerigenas desencadena el
fracaso de los farmacos anticancerigenos (Gatti & Zunino, 2005). Los farmacos

quimioterapéuticos son una gran opcidén para combatir el cancer, sin embargo, la
desventaja de estos farmacos es la probable quimiorresistencia que puedan inducir,
algo analogo a lo que sucede con los antibiéticos. La quimiorresistencia es una de
las principales causas en la recurrencia del tumor. Existen dos tipos de
quimiorresistencia de acuerdo a su origen: intrinseca y adquirida, la intrinseca esta
relacionada con la presencia de células madre tumorales, mientras que la
quimiorresistencia adquirida, se debe a alteraciones o mutaciones en los
mecanismos de la respuesta adaptativa posteriores al administrar el farmaco

quimioterapéutico (Figura 5) (Ramos et al., 2021; Genovese et al., 2021).
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Figura 5. Quimiorresistencia intrinseca y adquirida en el cancer (Modificado de Ramos

et al., 2021)

La quimioresistencia puede ser a un solo o diversos farmacos anticancerigenos con

mecanismos independientes, en este caso se denomina resistencia a multiples

farmacos.

Recientemente se ha probado

quimioterapéuticos con otros compuestos, con el fin de mantener o incrementar el
efecto citotdoxico del farmaco a menores concentraciones de uso, con el fin de
reducir la posibilidad de que las células tumorales desarrollen quimiorresistencia, a

estos compuestos se les denomina coadyuvantes.

el tratamiento combinado de farmacos
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COADYUVANTES AL USO DEL PACLITAXEL

El paclitaxel, como tratamiento farmacologico contra el cancer, se ha visto limitado
por su baja solubilidad y la presencia de efectos secundarios toxicos, lo cual deriva
en una importante quimiorresistencia. Por tal razén, se ha propuesto su uso en
combinacion con distintos coadyuvantes para contrarrestar sus limitantes y asi
mejorar su eficacia. Un ejemplo de esta modalidad quimioterapéutica es el uso de
paclitaxel complementado con gentamicina, tratamiento que favorecio la
supervivencia general en pacientes en adenocarcinoma conductual pancreatico
(Tempero et al., 2023).

Una propuesta de coadyuvantes del paclitaxel ha sido la quimioterapia combinada
con cisplatino y carboplatino, ambos con capacidad comprobada para aumentar en
las células cancerosas la sensibilidad al farmaco y prevenir la quimioresistencia en
diferentes tipos de canceres, entre ellos en esdéfago, ovarios, cabeza y cuello
(Nassif etal.,, 2022; Wang etal., 2020; Zou, 2023). Sin embargo, es de
considerarse que Ngoi et al. (2022) documentaron que en el cancer epitelial de
ovario el uso combinado de paclitaxel mas carboplatino generé efectos secundarios
como anemia de alto riesgo y neutropenia, ademas la evidencia en dicho estudio
describe como nula o escasa la mejora en la supervivencia de los pacientes al

comparar el cotratamiento con tratamiento individual (Ngoi et al., 2022).

Otra propuesta interesante que se ha implementado como cotratamiento del
paclitaxel en células MCF-7, es el apatinib, un farmaco antineoplasico que inhibe la
funcién de la bomba de farmacos de la glucoproteina P, mecanismo a que se le
atribuye la resistencia a multiples farmacos. Ademas sensibiliza a las células
cancerigenas ante los farmacos anticancerigenos, esta combinacion mantiene la
eficacia y desencadena efectos secundarios aceptables como sindrome mano-pie,

proteinuria e hipertension (Zhang et al., 2020).

También se ha empleado el uso de paclitaxel en combinacion con bevacizumab, un
anticuerpo monoclonal contra el factor de crecimiento endotelial vascular en cancer

de mama metastasico, en donde se comprob6 que la combinacion prolonga la
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supervivencia libre sin progresién de manera significativa en comparacion con el
tratamiento con paclitaxel de manera individual. Por otro lado, la supervivencia
general fue similar en ambos grupos, sin embargo, el cotratamiento aumento los
efectos secundarios tales como isquemia cerebrovascular, proteinuria, cefaleas e
hipertension (Miller et al., 2007).

En el dltimo lustro se ha combinado paclitaxel con carboplatino, bevacizumab y
nivolumab, tres anticancerigenos que tienen en comun un efecto citotoxico e
inhibidor de la angiogénesis, caracteristica por la que pueden interactuar con
farmacos inhibidores de la angiogénesis en cancer de pulmoén de células no
pequefias no escamoso avanzado (en estadio IlIB/IV) logrando mejorar la
supervivencia de los pacientes, mientras que sus efectos adversos solo fueron los
propios de la quimioterapia, disminuyendo asi el grado de neuropatia periférica

causada por paclitaxel solo (Sugawara et al., 2021).

Se ha utilizado también como coadyuvante del paclitaxel, al lapatinib, el cual ha
mostrado la capacidad de revertir la resistencia a multiples farmacos provocada por
el paclitaxel solo, esto se logra ya que al suprimir a los transportadores ABC,
aumenta la citotoxicidad del paclitaxel inhibiendo el flujo de este farmaco hacia fuera
de las células cancerigenas, por lo tanto el resultado es un aumentando en su
efectividad (Zajdel et al., 2021). En el tratamiento de segunda linea del cancer
gastrico avanzando se observd mayor mejora clinica con el cotratamiento de
paclitaxel mas lapatinib en comparacion con el tratamiento de paclitaxel solo, sin
embargo, la supervivencia global y la supervivencia libre de progresién no resulta

diferente al usar entre ambos grupos de tratamiento (Satoh et al., 2014)

Los resultados mas alentadores se han documentado con el uso de paclitaxel mas
el coadyuvante trastuzumab en cancer de mama (estadio 1 y positivo para el
receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano) en donde se presentaron
mejores resultados en cuanto a la supervivencia de los pacientes, tanto a corto
como largo plazo. La importancia de este cotratamiento radica en que esto permitié

reducir la dosis del quimioterapéutico paclitaxel para asi reducir los efectos adversos
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como la neuropatia y la alopecia, lo que repercute en la preservacién de la calidad

de vida de los pacientes (Tolaney et al., 2019, 2021).
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JUSTIFICACION

El cancer de pulmon es la primera causa de muerte a nivel mundial, ademas este
tipo de neoplasia también destaca al ocupar el primer lugar en incidencia global
(GLOBOCAN, 2022a, 2022b). El subtipo de cancer de pulmoén mas frecuente (85%)
es el cancer de células no pequenas, cuyo tratamiento de primera eleccion es el
quimioterapéutico paclitaxel, el cual participa en la detencion del ciclo celular,
induccion de la apoptosis e inhibicidn de la proliferaciéon de las células cancerosas
(Zhu et al., 2018).

A pesar de ser un farmaco anticancerigeno de primera linea para el tratamiento del
cancer de pulmoén de células no pequenas, los resultados clinicos de la
quimioterapia con paclitaxel a largo plazo (6 a 12 meses), son a veces
insatisfactorios, ya que, en muchos casos, los pacientes llegan a desarrollar
resistencia a este farmaco, fenémeno conocido como qumiorresistencia. Es por esta
razon, que resulta imprescindible la busqueda de nuevos farmacos que inhiban de
manera efectiva el crecimiento tumoral y que no induzcan quimiorresistencia. Este
efecto puede ser inducido de manera independiente, o en combinacién, con
menores de dosis de otros agentes anticancerigenos disponibles en el mercado,

funcionando como coadyuvantes.

La cafeina, ha demostrado ser un compuesto efectivo para el tratamiento de
diferentes tipos de tumores, desconociéndose hasta el momento, su probable efecto
sobre el desarrollo y la progresion del cancer de pulmén de células no pequenfias.
Por lo que el propdsito del presente trabajo de tesis, es investigar si la presencia de
cafeina altera la capacidad migratoria y proliferativa de las células A549, las cuales
derivan de cancer de pulmoén de células no pequefias, y determinar de manera

complementaria, si la cafeina pudiera potenciar el efecto citotoxico del paclitaxel.
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HIPOTESIS

La presencia de cafeina reduce la capacidad proliferativa y migratoria de las células

A549, provenientes de cancer de pulmén de células no pequeias.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la presencia de cafeina es capaz de alterar la capacidad proliferativa
y migratoria de las células A549, provenientes de cancer de pulmon de células no

pequenas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto de la cafeina sobre la capacidad proliferativa de las células
A549.

2. Determinar el efecto que ejerce la cafeina sobre la capacidad migratoria de

las células A549.

3. Iniciar la identificacion de los elementos moleculares relacionados con la
capacidad proliferativa y migratoria que son alterados por el tratamiento de

cafeina.

4. Investigar sila presencia de cafeina potencia el efecto citotdxico del paclitaxel

sobre las células A549.
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METODOS

CULTIVO DE LA LINEA CELULAR A549

Las células A549 son una linea celular de cancer pulmonar de células no pequefas
del subtipo de adenocarcinoma, que fue obtenida a partir de tejido proveniente de

un paciente caucasico con carcinoma pulmonar con 58 afos.

Las células A549 fueron sembradas en matraces de cultivo de poliestireno de 25
cm? de superficie, con medio de cultivo Advanced DMEM (Gibco, EUA)
suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB), 1% de L-Glutamina 'y 1% de una
mezcla de antibidtico-antimicotico (25ug/ml de anfotericina B, 10,000 pg/ml de
estreptomicina y 10,000 unidades/ml de penicilina). Se mantuvieron dentro de una
incubadora a 37°C, con una atmosfera humeda al 5% de CO2 y 95% de aire. El
medio de cultivo se renovo cada 48 horas, y cada 3 dias las células se tripsinizarén.
La cosecha de células consistio en los siguientes pasos: se retird el medio de cultivo
y se lavo 2 veces con 5 ml de PBS a una concentracion de 1X estéril, se adicionarén
2 ml de tripsina y se dej6 reposar durante 5 minutos. Se eliminé el sobrenadante y
posteriormente se mezclé con 4 ml de medio de cultivo, la suspension celular
obtenida se transfirié a un tubo coénico y se centrifugo a 1500 rpm por 5 min. Se
elimino el sobrenadante y se resuspendié la pastilla celular que quedo en el tubo
con medio de cultivo fresco, a partir del cual, se tomaron alicuotas para regenerar
el cultivo madre y lo demas se utilizé para sembrar las células que se utilizaron para
experimentos posteriores. Para realizar los experimentos, las células se sembraron
en placas de 4 cajas Petri a las cuales se les dio tratamientos a distintas
concentraciones y a diferentes tiempos segun sea necesario en 1.5 ml de medio de
cultivo por pozo. Para ello, las células sembradas debieron tener una confluencia
de mas del 50% para dar comienzo a cada uno de los tratamientos dependiendo del
tiempo en el que se mantuvieron las células, se realizaron recambios de medio cada
24 horas, agregando en cada recambio el mismo tratamiento. Esto en condiciones

de esterilidad en una campana de flujo laminar.
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ENSAYO DE EXPRESION GENICA (RT-PCR DE PUNTO FINAL)

a) Extraccion de acido ribonucleico total (ARNT)
Las células A549 se sembraron en cajas Petri, una vez que alcanzaron la
confluencia esperada, se recambio el medio de cultivo, y se dio inicio al tratamiento
correspondiente, en el que se realizé recambio de medio cada 24 horas. Una vez
considerado el tiempo respectivo al tratamiento, se procedio a realizar la extraccion
del RNA total por medio de un kit comercial FavorPrep TM, Tissue Total RNA Mini

(Favorgene, Biotech Corp., China), siguiendo las instrucciones del fabricante:

Para iniciar el proceso se retird el medio de cultivo de las placas, se realizaron 2
lavados con PBS 1X, se preparé el buffer de lisis suplementado con 1% de -
mercapto-etanol y se agregaron 350 uL de buffer de lisis por caja Petri. Seguido,
con ayuda de una micropipeta se resuspendié y se transfirié el homogenado celular
a la columna FARB que contenia el filtro blanco, se centrifugo a 12000 rpm por 2
minutos y se desecho la columna FARB. El contenido restante que quedo en el tubo
colector se pasé a un tubo eppendorf de 2 ml y se agregaron 350 L de etanol al
70% en cada tubo. Posteriormente, se colocaron en otra columna los filtros rojos y
se les anadio lo obtenido en el tubo eppendorf, se centrifugd a 12000 rpm por 2
minutos y se retird el sobrenadante. Se realizé un lavado con buffer de lavado 1y
dos lavados con buffer de lavado 2. Tras cada lavado, las muestras se centrifugaron
a 12000 rpm durante 2 minutos. Después, las columnas se transfirieron a un tubo
eppendorf de 1.5 ml estéril y se agregaron 30 uL de agua libre de RNAsas y se dejo
reposar la muestra por 5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se centrifugé

a 12000 rpm por 3 minutos para obtener el RNA total.

b) Cuantificacion de ARN
Posterior a la extraccion, se cuantificé la cantidad y calidad de ARN extraido
mediante espectrofotometria. Para ello se emplearon, una dilucién con 4 uL de la
muestra de ARN y 196 uL de agua inyectable, para obtener un volumen final de 200

25



ML, la concentracion se evalud a una longitud de onda de 260 nm vy la integridad del
ARN se evalu6é como el cociente obtenido entre las longitudes de onda de 260 nm
y 280 nm (A260/A280). El valor del cociente obtenido se ubicé en un rango de 1.8
a 2.0 para considerarse como una muestra de ARN de buena calidad y poder ser

empleado en los ensayos de RT-PCR.

c) Sintesis de acido desoxirribonucleico complementario (ADNc)
Para la sintesis de la cadena de Acido Desoxirribonucleico Complementario (ADNc)
a Acido Ribonucleico (ARN) extraido, se empled el kit comercial High Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystem, EUA), siguiendo las indicaciones
del fabricante. Se hizo un “master mix” (mezcla de componentes) como se muestra

en la siguiente tabla, en el cual se anadieron 6 uL de forma comun a todas las

muestras.
Reactivo Volumen
Buffer RT 4l
DNTPs 1l
Ramdoms Primers 0.5ul
Mull 0.5ul
Total 6 ul por tubo

Para cada tubo de reaccién se emple6 un volumen final de 20 uL, mas 2 ug ARN
por tubo de reaccion, por lo que el volumen restante (12 pL) se complementd con

agua.

Se empled un termociclador Mastercycler S50 (Eppendorf) para realizar el siguiente
protocolo: 10 minutos a 25°C, 2 horas a 37°C, 5 minutos a 85°C y finalmente la
temperatura de los tubos se llevo a 4°C, de esta manera fueron almacenados en

congelacion hasta su empleo.
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d) Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

A partir del ADN complementario obtenido en la retro-transcripcion se realizo la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con el Kit comercial DreamTaq PCR

Master Mix (Thermo Scientific, EUA), siguiendo las indicaciones del proveedor, con

un volumen total de reaccién minimo de 20 pL.

Reactivo Volumen
Green Dream Taq 10pl
Primer Forward 1l
Primer Reverse 1l
Agua 6ul
DNA complementario 2ul
Total 20 yL

Se empleo un termociclador Mastercycler S50 (Eppendorf) para realizar el siguiente

protocolo: 5 minutos a 94 °C, 30 segundos a 94°C, 30 segundos a la temperatura

media del oligonucledtido a utilizar, 1 minuto a 72°C, 10 minutos a 72°C y finalmente

la temperatura de los tubos se llevo a 4°C, de esta manera fueron almacenados en

congelacion hasta su empleo.

Los oligonucledtidos utilizados para la PCR de punto final se muestran a

continuacion:

OLIGONUCLEOTIDOS | DIRECCION SECUENCIA TAMANO | TEMPERATURA
DEL MEDIA (°C)
AMPLICOM
(PB)
B-actina Forward = CAAGAGATGGCCACGGCT 275 pb 72.9
Reverse | TCCTTCTGCATCCTGTCGGCA 725
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E-Cadherina Forward | TTCCCTCGACACATTCAAAGT 488 pb 63.8
Reverse | AGCTGTTGCTGTTGTGCTTAACCC 69.4

Vimentina Forward | AGAACCTGCAGGAGGCAGAAGAAT 201 pb 64.5
Reverse | CTTCCATTTCACGCATCTGGCGTT 73.6

Ki-67 Forward | AGTACCAGGAGGTGAGGATAA 415 pb 61.5
Reverse | CTGCACTGGAGTTCCCATAAA 62.3

CiclinaB Forward TTGGTGTCACTGCCATGTTT 314 pb 64.6
Reverse TAAGCAAAAAGCTCCTGCTG 62.6

Ciclina E Forward | AGGCAGTCAACATCCAGGAC 259 pb 64.5
Reverse | ATCCTCCAAAGTTGCACCAG 64.5

Bax Forward GGGCTGGACATTGGACTTCC 201 pb 68.2
Reverse AGATGGTGAGTGAGGCGGTG 68.1

BIRC3 Forward CACTCATTACTTCCGGGTACAG 420 pb 62.7
Reverse | AACACTAGAGGGCCAGTTAAAG 60.7

ABCG2 Forward | TGGAACTGTGGGTAGAGTGAG 747 pb 60.3
Reverse | GGGAAGCTGAGCAAAGAGTAG 62.4
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e) Separacion electroforética de los productos de PCR

A partir de los productos de PCR se procedi6 a la separacion electroforética, donde

se utilizaron geles de agarosa al 1.2% tefiidos con Bromuro de etidio (BrEt).

Para la preparacion del gel, se disolvieron 600 miligramos de agarosa en 50 mL de
buffer TAE 1X, la solucién fue calentada por 1 minuto con 30 segundos, después se
afadieron 4 pL de bromuro de etidio, asegurandose de disolverlo adecuadamente.
Seguido a ello, todo el contenido se vertié en la camara de electroforesis y se
colocaron los peines correctamente dejando gelificar por 30 minutos a temperatura

ambiente.

El gel se cargd con 9 uL de cada muestra. Como marcador de peso molecular se
cargo6 con 4 L, se empled el patron de ADN comercial Gene Ruler 100 pb DNA
Laddery junto con el con buffer 6X DNA Loading Dye (ambos de Thermo Scientific,
EUA).

La separacion electroforética se llevd a cabo en buffer TAE 1X a 65 Voltios;
finalmente, se obtuvieron tres micrografias de cada uno de los geles en el
fotodocumentador de geles AXYGEN.

f) Densitometria

Se realizé el analisis densitométrico de las bandas presentes en las imagenes
obtenidas en el fotodocumentador utilizando el software Imaged que es
proporcionado gratuitamente por el instituto Nacional de Salud de los Estados

Unidos de América (De sus siglas en inglés, NIH).

ENSAYO DE PROLIFERACION (CONTEO CELULAR)

Las células fueron sembradas en placas de 4 cajas Petri con medio de cultivo
Advanced-DMEM (Gibco®, EUA), suplementado con 10% de FBS, 1% de L-

glutamina y 1% de una mezcla de antibiético —antimicético (25ug/ml de anfotericina
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B, 10,000 pg/ml de estreptomicina y 10,000 unidades/ml de penicilina), una vez
alcanzada la confluencia esperada, se recambi6 el medio de cultivo y se dio inicio
al tratamiento de las células. Después de 48 horas de tratamiento con cafeina a una
concentracion de 5mM, se obtuvo la suspension celular para realizar el conteo
celular, para lo cual se emple6 una camara de Neubauer. El procedimiento consistio
en los siguientes pasos; primeramente, se retird el medio de cultivo de cada una de
las cajas Petri, se lavaron las células dos veces con PBS estéril, se agregé a cada
caja Petri 500 pl de Tripsina-EDTA 0.25% y se dejo incubar por 5 minutos, se
afiadieron 700 pl del medio de cultivo, la suspension celular fue transferida a un tubo
coénico eppendorf y se centrifuga a 2,000 rpm por 5 minutos, del cual, el
sobrenadante fue desechado y la pastilla celular fue resuspendida en 1 ml de medio
de cultivo fresco, después se combinaron en un tubo tipo eppendorf 10 pl de la
suspension celular con 10 ul de azul de tripano (colorante vital que tifie a las células
proceso de apoptosis) y se resuspendid por varias veces la suspension celular. Se
depositaron 10 yl de la mezcla en cada una de las camaras de Neubauer,
posteriormente se procedié a realizar el conteo de las células no teiidas de azul
(células vivas) en un microscopio de campo claro, el conteo celular se expresé en

células/ml.

ENSAYO DE MIGRACION (CAMARA TRANSWELL)

Para evaluar la migracién de las células A549 se emplearon Soportes Permeables
Transwell® con poros de 8 uym de diametro (Corning Incorporated, EUA). De la
misma forma se sembraron células bajo las condiciones antes descritas; hasta llegar
a la confluencia requerida y con un duracion de tratamiento de 48 horas con Cafeina
a una concentracion de de 5mM, posterior al conteo, se realizaron los calculos
correspondientes para sembrar las células en los injertos de la camara Transwell,
en estos mismos injertos se colocaron en la parte superior 350uL compuestos por
medio libre de suero fetal, junto con el célculo obtenido de la suspensién celular y
en la parte inferior, 750ul de medio completo, posterior a esto se metid a la
incubadora la camara Transwell, y posterior a un lapso de 18 horas se procedi6 a
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fijar preparando en un tubo un mix en relacién 1:1 con metanol 5 ml y acetona 5ml
agregando un 1ml al pozo y dejando que fije las células durante 1 minuto, lo
consiguiente fue desechar el metanol y acetona por ultimo se tifieron con 1 ml de
cristal violeta en un lapso de 8 minutos. Se procede a realizar los lavados con 1ml
de agua desionizada y por ultimo se agrega agua desionizada para mantener
hidratadas las células. Se obtuvieron microfotografias de 4 campos aleatorios a 10X
para la realizacion del conteo celular con ayuda del software ImagedJ donde se
observaron las células que lograron migrar hacia la parte inferior a través de los
poros de la membrana. Los datos fueron normalizados con respecto de los valores

obtenidos del control.
ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los datos y las graficas obtenidas se realizaron con el
software SigmaPlot 12.5 (Jandel Corporation, EUA). Se utilizé la prueba t de Student
para muestras independientes con distribucion normal y varianza homogénea para
evaluar la diferencia entre las medias de los datos obtenidos para cada grupo
experimental, y se determind si entre dichos parametros las diferencias fueron
estadisticamente significativas o no, tomandose como parametro de significancia,

un valor de p < 0.5 (*). Las graficas muestran el valor promedio % error estandar.
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RESULTADOS

CAFEINA REDUCE EL TAMANO DE LA POBLACION DE CELULAS A549

Inicialmente, decidimos evaluar si la cafeina, es capaz de ejercer efectos citotoxicos
sobre la linea celular A549, para lo cual, las células fueron mantenidas en presencia
de 5 mM de cafeina por 48 horas. Al finalizar el tratamiento, se cuantificaron las
células en una camara de Neubauer, empleando el colorante vital azul de tripano, y
solamente se contabilizaron las células vivas. La Figura 6 muestra que la presencia
de 5 mM de cafeina por 48 horas reduce de manera significativa, aproximadamente

un 65%, el tamario de la poblacion celular con respecto al grupo control.
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FIGURA 6. Cafeina reduce el tamaio de la poblacién celular. Las células A549 fueron mantenidas
en presencia de cafeina a una concentracion de 5 mM por 48 horas. Los valores graficados son el
promedio con su error estandar de tres experimentos independientes (n=3), (*) el valor de p***<0.001
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Posteriormente, se procedio a investigar, si el efecto de cafeina sobre el tamarfio de
la poblacion celular, depende de la concentracion empleada, asi como de la
duracion del tratamiento. Realizamos una curva dosis-efecto, probando diferentes
concentraciones de cafeina: 0.5, 1, 2, 5y 10 mM en la linea celular A549 por 48
horas. Al finalizar el tratamiento, se realizé de nueva cuenta el conteo celular en una
camara de Neubauer (Figura 7), observandose que, a partir de una concentracion
de 1 mM de cafeina, hay una reduccion significativa en el tamano de la poblacion
celular, alrededor del 15% con respecto a la condicion control, alcanzandose un
efecto maximo inhibitorio del 30% a una concentracion de 5 y 10 mM de cafeina.

Por lo que se decidié emplear en los experimentos subsiguientes 5 mM de cafeina.
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FIGURA 7. Curva dosis-efecto de la cafeina sobre la viabilidad de las células A549. Las células
A549 fueron tratadas en ausencia y presencia de cafeina a diferentes concentraciones (0.5mM,
1mM, 2mM, 5mM y 10 mM) durante 48 horas. Se realizo el conteo celular con la camara Neubauer
al finalizar el tratamiento donde se comparé el nimero de células tratadas con cafeina con respecto
al grupo control. Todos los datos fueron normalizados. Los valores graficados son el promedio con
su error estandar de tres experimentos independientes (n=3), (***) el valor de p***<0.001, (**) el valor
de p**<0.01.
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Una vez determinada la concentracion de trabajo de cafeina (5 mM), se procedi6 a
establecer el tiempo adecuado de tratamiento, para lo cual se realizé un curso
temporal, exponiendo las células A549 a 5 mM de cafeina a diferentes tiempos (24,
48 y 72 horas). La Figura 8 muestra que el efecto citotdxico de la cafeina depende
de la duracién del tratamiento, por ejemplo, a las 24 horas de tratamiento se observa
una reduccion del 20%, a las 48 horas del 46% y a las 72 horas del 55%, con
respecto a la condicion control. A partir de los resultados obtenidos en la curva dosis-
efecto (Figura 7) y en el curso temporal (Figura 8), se consideré para los
experimentos subsiguientes, una concentracion de 5 mM de cafeina y una duracion

de tratamiento de 48 horas.
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FIGURA 8. Curso temporal del efecto de la cafeina sobre la viabilidad de las células A549. Las
células A549 fueron tratadas en ausencia y presencia de cafeina a una concentracion de 5mM a
diferentes tiempos (24, 48 y 72 horas). Se realizo el conteo celular con la cdmara Neubauer al
finalizar el tratamiento donde se comparé el nimero de células tratadas con cafeina con respecto al
grupo control. Todos los datos fueron normalizados. Los valores graficados son el promedio con su
error estandar de tres experimentos independientes (n=3), (***) el valor de p***<0.001, (*) el valor de
p*<0.05.

El nimero de células que conforman una poblacién celular depende del balance de
dos procesos fisioldgicos antagoénicos, por un lado, de su capacidad proliferativa,
relacionada con la duracion de su ciclo celular, y por otro lado, de su capacidad
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apoptatica. En estos términos, el decremento observado en la poblacién celular
A549 debido a la presencia de cafeina, puede deberse a una reduccion en su
capacidad proliferativa o a un incremento en su capacidad apoptética, por lo que
para poner a prueba estas dos posibilidades, se decidié evaluar el nivel de expresion
del ARNm que codifica para marcadores moleculares asociados a la capacidad
proliferativa (Ki-67, ciclina B y ciclina E) y a la capacidad apoptoética (Bax y BIRC-3),

en las células A549, en presencia y ausencia de 5 mM de cafeina.

La Figura 9, ilustra contrario a lo que esperabamos, un incremento significativo en

la expresion del ARNm que codifica para Ki-67 inducido por la presencia de cafeina.
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FIGURA 9. Efecto de cafeina sobre la expresion de Ki-67 en las células A549. Las células fueron
tratadas con 5 mM de cafeina por 48 horas. Los datos fueron normalizados respecto a los niveles de
expresiéon del ARNm que codifica para 3 actina. Los valores graficados son el promedio con su error
estandar de tres experimentos independientes (n=3), (*) el valor de p*<0.05.

La ciclina E, es una proteina que favorece el transito de la célula de la Fase G1 a la
fase S, donde ocurre la duplicacion del material genético. La expresion de esta
proteina depende de la fase del ciclo celular, por ejemplo, es baja cuando las células
quedan arrestadas en la fase G1, y se incrementa, cuando la célula decide entrar a
la fase S. El nivel de expresion de ciclina E no resulta afectado por el tratamiento

con cafeina con respecto a la condicién control (Figura 10).
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FIGURA 10. Efecto de cafeina sobre la expresion de la ciclina E en las células A549.
Las células fueron tratadas con 5 mM de cafeina por 48 horas. Los datos fueron
normalizados respecto a los niveles de expresion del ARNm que codifica para 8 actina. Los
valores graficados son el promedio con su error estandar de tres experimentos
independientes (n=3), (*) el valor de p*<0.05.

Por su parte, la ciclina B, es una proteina que participa en la decision “todo o nada”
para la entrada de la célula a la etapa de division celular, es decir, favorece el paso
de la fase G2 a la fase M del ciclo celular. Igualmente, al resultado obtenido para la
ciclina E, la presencia de 5 mM de cafeina no afecta de manera significativa la
expresion del ARNm que codifica para la ciclina B, aunque es posible observar una

clara tendencia hacia la baja, con respecto a la condicion control (Figura 10).
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FIGURA 11. Efecto de cafeina sobre la expresién de ciclina B en las células A549. Las células
fueron tratadas con 5 mM de cafeina por 48 horas. Los datos fueron normalizados respecto a los
niveles de expresion del ARNm que codifica para 8 actina. Los valores graficados son el promedio
con su error estandar de tres experimentos independientes (n=3), (*) el valor de p*<0.05.

Los resultados presentados hasta el momento no muestran con claridad, si la
reduccion de la poblaciéon celular inducida por la presencia de cafeina se debe a
una disminucion en la capacidad proliferativa de las células A549, por lo que, se
decidié evaluar la segunda posibilidad, que la cafeina estuviera acelerando la

capacidad apoptotica de las células A549.

La apoptosis es una forma de muerte celular programada, que regula la densidad
celular en tejidos y 6rganos, tanto en la etapa embrionaria como en la posnatal de
todos los seres vivos pluricelulares. Particularmente, las células tumorales, se
caracterizan por presentar una baja tasa apoptoética, asegurando con ello, el
crecimiento y progresion de los tumores. Diversos compuestos con efecto anti-
tumoral, exacerban la capacidad apoptética de las células cancerigenas,

reduciendo de manera significativa el tamafo de los tumores.

Se procedidé a investigar si, el efecto citotoxico que ejerce la cafeina sobre las
células A549, se debe a un incremento en su capacidad apoptotica, para lo cual se

evaluo el nivel de expresion del ARNm que codifica para una proteina pro-apoptética
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(Bax), y una proteina anti-apoptotica (BIRC-3). Al igual que los experimentos
anteriores, las células A549 fueron tratadas en presencia de 5 mM de cafeina por
48 horas. Al finalizar el tratamiento, se evaluo el nivel de expresion del ARNm de las
proteinas Bax y BIRC-3. La Figura 12A muestra claramente, que la presencia de
cafeina induce un incremento significativo del 30 % en la expresion de la proteina
pro-apoptoética Bax, mientras que el nivel de expresion del ARNm de la proteina anti-
apoptética BIRC-3, no resulta alterado (Figura 12C), todo esto, con respecto a la

condicion control.
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FIGURA 12. Cafeina regula la expresion de elementos moleculares que participan en la
apoptosis en células A549. Las células fueron tratadas con 5 mM de cafeina por 48 horas. Los
datos fueron normalizados respecto a los niveles de expresion del ARNm que codifica para (3 actina.
Los valores graficados son el promedio con su error estandar de tres experimentos independientes
(n=3), (*) el valor de p*<0.05.
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CAFEINA INFLUYE NEGATIVAMENTE SOBRE LA CAPACIDAD MIGRATORIA
DE LAS CELULAS A549.

Las células tumorales ademas de caracterizarse por su alta capacidad proliferativa,
también presentan alta capacidad migratoria, lo cual asegura su éxito en la
diseminacion a otros tejidos y érganos, proceso conocido como metastasis. Por lo
que se decidié explorar a continuacion, si la presencia de cafeina es capaz de

reducir la capacidad migratoria de las células A549.

Las células A549, se mantuvieron por 48 horas en presencia de 5 mM de cafeina,
al finalizar el tratamiento, las células fueron cosechadas y se resembraron 30,000
células en cada inserto de la camara transwell, con el fin de evaluar su capacidad
migratoria. La presencia de cafeina reduce un 60% el numero de células que migran

a través de los poros del inserto de la camara transwell (Figura 12).
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FIGURA 12. Cafeina reduce la capacidad migratoria de las células A549. Ensayo de migracion
en camara transwell, las células A549 fueron tratadas con 5 mM de cafeina por 48 horas. A)
Microfotografias de células tefiidas con cristal violeta, utilizando un objetivo 10x. B) Cuantificacion
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de las células que atravesaron el inserto de la camara transwell empleando el software Image J. Los
valores graficados son el promedio con su error estandar de tres experimentos independientes (n=3),
(***) el valor de p***<0.001

El fenotipo de las células, determina su capacidad migratoria, por ejemplo, las
células con fenotipo epitelial presentan baja capacidad migratoria, mientras que las
células con fenotipo mesénquimal, muestran alta capacidad migratoria. Debido a
que la cafeina, reduce la capacidad migratoria de las células A549, muy
probablemente este modificando el fenotipo celular, especificamente, favoreciendo
el fenotipo epitelial con respecto al fenotipo mesénquimal. Para poner a prueba esta
posibilidad, evaluamos de manera preliminar, el nivel de expresion del ARNm que
codifica para marcadores del fenotipo epitelial, como es la E-cadherina, vy
marcadores del fenotipo mesénquimal, como la vimentina. La Figura 13A'Y 13C,
muestra, que la presencia de cafeina no modifica el nivel de expresion de los
marcadores moleculares de fenotipo que evaluamos, E-cadherina y vimentina, por
lo que sera necesario, evaluar la expresion de otros marcadores moleculares

relacionados al fenotipo celular.
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FIGURA 13. Cafeina no modifica el nivel de expresion de marcadores moleculares asociados
al fenotipo epitelial y mesénquimal en células A549. Las células se mantuvieron en presencia de
5 mM de cafeina por 48 horas, al finalizar el tratamiento, por RT-PCR se evaluaron los niveles de
expresion del ARNm que codifica para E-cadherina (A y B), y para vimentina (C y D). Los datos
fueron normalizados respecto a los niveles de expresion del ARNm que codifica para 8 actina. Los
valores graficados son el promedio con su error estandar de tres experimentos independientes (n=3),
(*) el valor de p* < 0.05.
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PAPEL DE LA CAFEINA COMO COADYUVANTE DEL EFECTO CITOTOXICO
DEL PACLITAXEL.

El paclitaxel es un agente alquilante, que se incorpora al ADN, lo fragmenta,
impidiendo la replicacion y favoreciendo la muerte de la célula tumoral.
Desafortunadamente, el uso prolongado de paclitaxel induce quimiorresistencia en
las células tumorales, dejando de ser un tratamiento eficiente. La nueva estrategia
en la clinica para el tratamiento del cancer, es el uso de coadyuvantes que permitan
reducir la concentracién del farmaco antitumoral, para prevenir el fenédmeno de
quimiorresistencia. Con base a los resultados presentados anteriormente, donde se
muestra que la cafeina induce efectos citotoxicos en las células A549, proponemos
que la cafeina pudiera ser considerada como un coadyuvante del paclitaxel para el
tratamiento mas efectivo del cancer de pulmén reduciendo la incidencia de
quimiorresistencia. En primera instancia, a partir de una curva dosis-efecto,
determinamos el efecto citotoxico del paclitaxel sobre las células A549, con el fin de
poder calcular su valor de ICso. Se evaluaron diferentes concentraciones de
paclitaxel (0.1 yM, 0.25 yM, 0.50 uM, 1 uM y 10 uM) por 48 horas. Al finalizar el
tratamiento, realizamos el conteo celular, observando que a partir de una
concentracion de 0.25 pM de paclitaxel, hay una reduccién significativa del 30%
sobre la viabilidad de las células A549, para 0.50 uM, una reduccion del 50%, y para

concentraciones superiores (1y 10 uM), del 60 y 70%, respectivamente (Figura 14).
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FIGURA 14. Curva dosis-efecto del paclitaxel sobre la viabilidad de las células A549. Las
células A549 fueron tratadas a diferentes concentraciones de paclitaxel (0.1 yM, 0.25 yM, 0.50 uyM 1
MM y 10 pM) por 48 horas. Se realizo el conteo celular con la camara Neubauer, se comparo el
numero de células tratadas con paclitaxel con respecto al grupo control. Todos los datos fueron
normalizados. Los valores graficados son el promedio con su error estandar de tres experimentos
independientes (n=3), (***) el valor de p***<0.001, (**) el valor de p**<0.01.

Una vez determinada la ICso del paclitaxel, se procedié a establecer el tiempo de
tratamiento idéneo mediante un curso temporal, evaluando el efecto citotdxico del
paclitaxel (0.50 uM) a diferentes tiempos de tratamiento (24, 48 y 72 horas). La
Figura 15 muestra que, a las 24 horas de tratamiento, se alcanza una reduccion de
aproximadamente del 60 al 50% en la poblacion celular. Con estos resultados, se
consider¢ trabajar con 0.50 uM de paclitaxel y una duracion maxima de tratamiento
por 24 horas, para los experimentos subsiguientes, donde se evaluara si el
pretratamiento con 5 mM de cafeina es capaz de potenciar el efecto citotoxico del

paclitaxel en las células A549.
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FIGURA 15. Curso temporal del efecto de paclitaxel sobre la viabilidad de las células A549.
Las células A549 se mantuvieron con una concentracion de 0.50 uM de paclitaxel a diferentes
tiempos (24, 48 y 72 horas). Al finalizar el tratamiento se realiz6 el conteo celular en camara de
Neubauer. Los datos fueron normalizados con respecto al grupo control. Los valores graficados son
el promedio con su error estandar de tres experimentos independientes (n=3), (***) el valor de
p***<0.001, (**) el valor de p**<0.01

Las células A549 fueron sometidas a las siguientes condiciones experimentales: a)
5 mM de cafeina por 48 horas; 0.50 yM de paclitaxel por 24 horas; y c) 5 mM de
cafeina (48 h) y 0.50 uM de paclitaxel (24 h). Todas las células, se mantuvieron el
mismo tiempo en cultivo, 5 dias. Al finalizar el tratamiento, se realizé el conteo
celular y se observdé que tanto la cafeina como el paclitaxel, de manera
independiente, ejercen su efecto citotoxico, y que el cotratamiento con cafeina, no
modifica el efecto citotdéxico del paclitaxel, manteniéndose éste, entre el 60 y 70%,
con respecto al grupo control (Figura 16). Estos resultados sugieren que la cafeina
y el paclitaxel comparten, muy probablemente la misma via de sefalizacion, lo cual
limita el uso de la cafeina como un coadyuvante del paclitaxel.
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FIGURA 16. El pretratamiento con cafeina no potencia el efecto citotéxico del paclitaxel sobre
células A549. Las células A549 se mantuvieron en presencia de 5 mM de cafeina por 48 horas, 500
nM de paclitaxel por 48 horas, y de manera conjunta cafeina (5 mM por 48 h) y paclitaxel (0.50 uM
por 24 h). Se realizé el conteo celular con la camara Neubauer. Los valores graficados son el
promedio con su error estandar de tres experimentos independientes (n=3), (***) el valor de
p***<0.001.
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DISCUSION

El cancer de pulmén constituye una de las principales causas de muerte dentro de
los diferentes tipos de cancer a nivel mundial. A pesar de que existen tratamientos
quimioterapéuticos para el cancer de pulmon, cuyo objetivo principal es la inhibicion
de la proliferacion celular exacerbada en las células tumores. Sin embargo muchos
de estos agentes terapéuticos, como lo es el Paclitaxel, con frecuencia tienden al
fracaso debido a la resistencia que las células tumorales desarrollan a la

quimioterapia (Xu et al., 2024).

Cafeina se ha correlacionado con la mejora el estado de animo, la preservacion de
la memoria y la funciéon cognitiva ha mostrado ser un agente preventivo para la
depresion y la demencia, esta ultima debido a que ralentiza la produccion de
péptidos B-amiloides y tau caracteristicos de la enfermedad de Alzheimer. Ademas,
colabora previniendo la osteopenia y osteoporosis. (Lopes & Cunha, 2024). Dentro
de las aplicaciones terapéuticas con gran relevancia de cafeina se encuentra su uso
como tratamiento en la enfermedad neurolégica del Parkinson, en el que actua
disminuyendo la formacion de los cuerpos de Lewys, caracteristico de dicha
enfermedad. En el sistema endocrino, se ha correlacionado con la prevencién de la
Diabetes Mellitus tipo 2, al generar el aumento de la actividad de las células B-
pancreaticas (Song et al., 2024). Cabe mencionar que a cafeina se le atribuye un
importante efecto antiinflamatorio, es capaz de reducir factores proinflamatorios

como IL-8, IL-6 y prostaglandinas E2 (Pauwels & Volterrani, 2021).

En cuanto al ambito del cancer, investigaciones recientes han relacionado a la
cafeina con la reduccién del riesgo de padecer cancer, en algunos de los tipos de
cancer con mayor incidencia a nivel mundial, como el cancer de mama, higado
(Pauwels & Volterrani, 2021) y colorrectal (Mackintosh et al., 2020) incluso en un

cancer poco frecuente, como lo es la policitemia vera (Podoltsev et al., 2020).

Por lo tanto, ha cobrado un gran interés enfocar los esfuerzos en la investigacion
con el objetivo de dilucidar el papel de la cafeina en la actividad antitumoral
proporcionada por su capacidad para inhibir la reparacion del ADN, de manera que
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repercute directamente sobre la proliferacidn e induce la apoptosis celular (Tej &
Nayak, 2018; Sabisz & Skladanowski, 2008;).

Algunos de los estudios en los que se ha demostrado la eficacia del tratamiento con
cafeina de diferentes tipos especificos de cancer, incluyen a la linea celular SK-
MEL-28, un tipo de cancer de piel, en la que se observo que cafeina reduce la
expresion de CD39 y CD73 al implementar dosis de 2 mM hasta 6 mM. Siendo su
mecanismo de accion mostrado la interferencia de la hidrolisis de ATP y la posterior
formacion de adenosina, como resultados se obtuvo una reduccion de la viabilidad
celular y un aumento de la apoptosis al implementar dosis de cafeina desde 0.5 mM
durante 24 horas (Manica et al., 2024).

Ademas, se ha propuesto que otro posible mecanismo de accién de la cafeina, pude
ser a través de los receptores de adenosina, lo cual resultaria en una estimulacion
del aumento en el numero de linfocitos T citotdxicos, lo que se puede traducir como

una mejora de la respuesta inmune (Venkata et al., 2019).

La importante reduccion de la viabilidad celular se observé también en cancer
colorrectal, al implementar una dosis de cafeina de 5 mM durante 24 horas, en las
lineas celulares HCT116 y HEK293, sin embargo solo se obtuvo una reduccion de
la capacidad migratoria en la linea celular HER293 (Khavari et al., 2024). En el
tratamiento del cancer de eso6fago, cuello y cabeza de las lineas celulares KYSE-30
y HNS respectivamente se obtuvo una reduccién de la viabilidad celular con dosis

>1mM de cafeina durante 72 horas (Tonkaboni et al., 2021).

Se ha propuesto que el efecto reductor de la viabilidad celular inducido por cafeina
es explicado por su capacidad para inhibir la reparacién del ADN, de manera que
se mantiene el dano adquirido, esto mecanismo ha sido observado y respaldado en
las lineas celulares HCT116 y HT29 de cancer colorrectal, al implementar la misma
concentracion de cafeina que en nuestro trabajo, pero durante 4 horas (Yoon et al.,
2023). En contraste, al emplear dosis menores de cafeina, en una escala <100 uM,

no se ha encontrado evidencia de afectaciéon a la viabilidad de las células
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cancerosas, tales conjeturas se han realizado en experimentos sobre la linea celular

NCI-H23 de cancer de pulmon (Meisaprow et al., 2021).

Nuestros resultados iniciales apoyan estas observaciones pues, en nuestro modelo
de cancer de pulmon de células no pequefias observamos una reduccion
significativa en la viabilidad celular, aunada a una reducciéon de la capacidad
migratoria. Derivado de ello, nos interesamos en elucidar si cafeina, al igual que
otros modelos, pudiese tener un efecto potenciador de la efectividad de farmacos
usados en el tratamiento de esta enfermedad, reduciendo asi el potencial

metastasico que presenta.

En primera instancia se propuso que el potencial metastasico, estaba
estrechamente ligado a la capacidad inherente de metastatizar, es decir, que las
células tumorales estaban facultadas para mantener niveles elevados de
proliferacion, asi como una mayor capacidad de migracion por parte de las células
cancerosas de un tumor primario, resultando en la formacién de lesiones

metastasicas secundarias (Winnard et al., 2008).

El efecto obtenido tras el tratamiento con cafeina aplicada en las células A549,
mostro que la viabilidad de las células cancerosos sufri®6 una reduccion,
observandose una reduccion de aproximadamente el 65% de la poblacién celular
con respecto al grupo control. Este mismo efecto ha sido observado en la linea
celular Ovcar-3 de cancer de ovario, en el cual utilizando la misma dosis de cafeina
los investigadores obtuvieron una similar reduccién de la viabilidad celular (Lee
et al., 2023). En concordancia, se ha observado la tendencia hacia una reduccién
de la viabilidad celular en el tratamiento sobre las lineas celulares MBA-MB-231 y
MCF-27 de cancer de mama, con la misma dosis de cafeina utilizada en nuestra
investigacion, pero durante 24 horas de tratamiento (Machado et al., 2021).
Previamente Kitamoto et al., (2003) reportaron que al utilizar una dosis de cafeina
a 5 mM obtuvieron como resultado la supresion parcial de la viabilidad celular, como
consecuencia de una acumulacion temprana de las células en la fase G1, con una
disminucién en las células en las fases G2 y S del ciclo celular, y al utilizar dosis
altas de cafeina (20 mM) se suprimi6é por completo la viabilidad celular, por lo tanto
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podemos llegar a la conjetura que el efecto de la cafeina es dependiente de la dosis.
Inclusive en cancer de piel en la linea celular Mel 1 y Mel 3 se ha observado una
disminucién de la viabilidad celular al implementar concentraciones >0.5 mM de

cafeina durante 72 horas (Tabolacci et al., 2021).

En nuestra investigacion se observd, en presencia de cafeina, un aumento de
aproximadamente el 10% con respecto a la condicion control, en el ARNm que
codifica para la expresion de Ki-67, un marcador molecular para la tasa proliferativa,
que se ha correlacionado con la metastasis tumoral y un mal prondstico; y cuya
expresion elevada de ARNm después de tratamientos anticancerigenos se ha
podido asociar a una reduccion en la respuesta a la radioterapia (Trokic et al.,
2021). Es interesante observar que existe un aumento del marcador de proliferacion
Ki67, sin embargo, si analizamos la metodologia de este estudio, nosotros estamos
evaluando la cantidad de ARN total de células que sobrevivieron al tratamiento con
cafeina, pensandolo a profundidad, estas células posiblemente estan equipadas
con la expresion de elementos moleculares que favorecieron su proliferacion y
supervivencia, probablemente la caracteristica particular que les permitié sobrevivir

fue una mayor expresion de este elemento.

Ademas, nos causo gran interés estudiar a los elementos asociados al ciclo celular
como lo son Ciclina E y Ciclina B; La Ciclina E es un elemento molecular que
promueve la entrada al ciclo celular de la fase G1 a la S, asociada con la progresion
del ciclo celular favoreciendo la proliferacién celular mediante la activacion de
Cdc25, que activa a la proteina quinasa dependiente de ciclina CDK2 (Qin et al.,
2004); Mientras que la expresion de ciclina B esta asociada a la entrada a la mitosis,
debido a que regula la fase del ciclo celular G2/M, su mayor expresion es en G2 'y
se ha implicado con la progresion del cancer de pulmén de células no pequenias,
debido a que se ha correlacionado un nivel de expresion alto de este biomarcador
con una menor supervivencia (Q. Chen et al., 2024; Tan et al., 2023). Sin embargo,
nuestros resultados indican que los tratamientos aplicados no inciden sobre la
expresion de ambos elementos. Quizas la proliferacion este mediada por otros

elementos moleculares que requieren ser estudiados a mayor profundidad.
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Por otra parte, de manera paralela nos dimos a la tarea de evaluar la expresion del
ARNmM que codifica para una proteina pro-apoptética y una proteina anti-apoptética;
la proteina Bax, una proteina pro-apoptética de la familia de proteinas Bcl-2
relacionada con la apoptosis (He et al., 2003) en las células A549, nuestros
resultados muestran que el tratamiento con cafeina aumenta significativamente la
expresion de ARNm que codifica para Bax, aproximadamente un 30% con respecto
al grupo control. De igual forma concordamos con los resultados obtenidos
previamente por Lee et al., (2023) donde obtuvieron que la disminucion de la
viabilidad celular podria verse explicada por la induccién de la apoptosis que causa
la cafeina, al obtener un aumento del ARNm que codifica para Bax, asimismo los
autores evaluaron con citometria de flujo y tincion de anexina obteniendo resultados
favorables que apoyan esta teoria al implementar cafeina a 5 mM en una linea
celular de cancer de ovario. De igual forma se apoya con resultados previos
encontrados por Machado et al., (2021) observaron un aumento de la apoptosis
con la misma concentracién de cafeina durante 24 horas en cancer de mama en
dos lineas celulares diferentes MCF-27 y MDA-MB-231.

La proteina BIRC3 es un elemento de supervivencia celular que previene la
apoptosis (Suo et al., 2024). En nuestro estudio, al igual que con la evaluacién de
elementos asociados a la proliferacion observamos que no hubo cambios en la
expresion de BIRC3 tras el tratamiento planteado con cafeina. Por lo que seria de
interés investigar otros de elementos de supervivencia propuestos por otros

investigadores.

En cuanto a un segundo hallazgo relevante de nuestro trabajo, la capacidad
migratoria de las células A549, obtuvimos que, posterior al tratamiento con cafeina,
observamos una reduccion significativa de dicha capacidad. Estudios relacionados
observaron de la misma manera, la reduccion de dicha capacidad al implementar
cafeina a una dosis de 200 uM en la misma linea celular, los investigadores han
atribuido sus resultados a que cafeina aumenta la degradacion de Claudina 2
(Eguchi et al.,, 2022). De manera similar Meisaprow et al., (2021) también

observaron en su estudio una reduccién de la migracion celular, atribuido a una
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reduccion de la formacion de filopodios, cdc42, integrina av y 3, obtenida con dosis

de cafeina >500 uM durante 24 horas en un modelo de cancer de pulmén NCI-H23.

Dos elementos moleculares relacionados con la migracion son E-Cadherina y
Vimentina, el primero es una proteina de adhesion celular, cuya principal funcién es
mantener las uniones adherentes de las células epiteliales, y cuya reduccion en el
nivel de expresion es asociado a un fenomeno denominado transicidén epitelio-
mesenquimal en las células cancerosas, favoreciendo asi la progresion del cancer
(Hui San & Ching Ngai, 2024). Se observo que el tratamiento con cafeina no
generd cambios en la expresion de E-cadherina, debido a que no se mostro
expresion a nivel de ARNm de este elemento fenotipo epitelial asociado. En cuanto
a la vimentina, se trata de una proteina fibrosa del citoesqueleto intracelular
asociada a una mejora en las capacidades invasivas y metastasicas (Huangfu et
al., 2024) se mostré que la presencia de cafeina no modifica el nivel de expresiéon
de este marcador molecular de fenotipo evaluado, por lo que se sugiere evaluar la

expresion de otros marcadores moleculares relacionados al fenotipo celular.

De forma variante al tratamiento con cafeina sola, investigaciones previas han
optado por emplear a cafeina como un coadyuvante. En consecuencia, la evidencia
ha arrojado resultados que parecen ser prometedores para el tratamiento de ciertos
tumores malignos en érganos como pancreas, mama, prostata, estbmago, higado,
cuello uterino, toroides y glioblastoma ( Osarieme et al., 2019; Li et al., 2018;
Aliwaini et al., 2017; Pounis et al., 2017; Rosendahl et al., 2015; Kawano et al.,
2012; Deplanque et al., 2004). En un ejemplo concreto, se ha revelado que el
pretratamiento con cafeina potencia el efecto de la gentamicina en las células de

cancer de prostata en la linea celular PC-3 (Hall et al., 2017).
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En contraparte, Xu et al., (2020) observaron una inhibicién del efecto citotoxico de
paclitaxel a raiz del cotratamiento con cafeina, no obstante, es importante sefialar
que ellos implementaron una dosis baja de cafeina en comparaciéon con nuestro
estudio, en donde utilizamos una dosis media, esto significa que los efectos que
modifican la viabilidad y migracion celular, asi como la prevencion e induccion de la
apoptosis, son dependientes de la dosis y de linea celular con la que se trabaja (Xu
et al., 2020).

En nuestro trabajo, replicamos el cotratamiento de paclitaxel con cafeina
sometiendo a las células A549 a dos condiciones que difieren en tiempo y dosis de
paclitaxel, pero manteniendo una dosis de cafeina de 5 mMy en comun entre ambas
condiciones. El resultado obtenido fue que cafeina no tuvo repercusion alguna sobre
el efecto citotdéxico de paclitaxel, sugiriéndose como mecanismo responsable de
este hallazgo la posible utilizacién de la misma via de sefializacion por ambas partes
del cotratamiento, lo que limita el uso de la cafeina como un coadyuvante del

paclitaxel en el tratamiento sobre las células A549.

Nuestros resultados son prometedores debido a que observamos una reduccion
tanto de la migracion como de la viabilidad celular, asi como elementos asociados
a estos. Su relevancia radica en que la cafeina, actta como un coadyuvante
favorece el efecto quimioterapéutico de paclitaxel sin embargo aun faltan elucidar

los mecanismos por los cuales cafeina hace este efecto.
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CONCLUSIONES

Cafeina reduce la capacidad proliferativa de las células A549, incrementando
el nivel de expresion del ARNm que codifica para la proteina pro-apoptotica
Bax.

La capacidad migratoria de las células A549 se ve reducida por la presencia
de cafeina.

La cafeina no potencia el efecto citotdéxico del paclitaxel sobre las células
A549.
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