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RESUMEN  

 

El cáncer cérvico-uterino (CaCu) es un problema de salud pública a nivel mundial, su 

incidencia y mortalidad es predominante en países en desarrollo. El agente anticanceroso 

más utilizado para el tratamiento de CaCu es el cisplatino (CP), el cual presenta una de las 

mejores tasas de efectividad y costo, sin embargo, uno de los problemas es que algunas 

células tumorales tratadas, desarrollan mecanismos de resistencia a CP (RCP) como el 

aumento en la extrusión, el cual está mediado por transportadores ABC que expulsan los 

fármacos hacia el exterior de las células disminuyendo su efecto intracelular e impidiendo 

que ejerza su efecto citotóxico. En CaCu uno de los transportadores ABC más importantes 

es MRP1, el cual se expresa en el 85% de los tumores.  

 

Se ha reportado que el receptor A3R regula la expresión de MRP1 en glioblastoma, por lo 

que en este estudio analizamos la participación de la vía CD73-Adenosina en la RCP 

mediada por MRP1 en células tumorales de CaCu.  

 

En este estudio encontramos que en células tumorales de CaCu, CaSki y HeLa, la Ado 

aumenta la expresión de MRP1 de manera dependiente de la concentración. Además, en 

las células CaSki y HeLa, inhibidas en la expresión de CD73 con un siRNA, o tratadas con 

el antagonista ZM24138 específico para A2AR disminuyó significativamente la expresión 

de MRP1 y su capacidad para extruir calceína AM. Al tratar las células con MK-571, un 

inhibidor específico de MRP, disminuyeron su capacidad extrusiva en comparación con las 

células no tratadas. Finalmente, al realizar ensayos de IC50 se observó que la modulación 

de MRP1 observada en las células CaSki y HeLa mediante la inhibición de la expresión de 

CD73 o con bloqueo de A2AR, favoreció de la sensibilidad de estas células a CP, este 

efecto fue similar al efecto de bloquear directamente MRP1.  

 

Este estudio provee la primera evidencia de que la inhibición de CD73 y el bloqueo de 

la señalización de Ado a través de A2AR modulan negativamente la expresión de 

MRP1 en células de CaCu favoreciendo su quimiosensibilización al tratamiento con CP, 

lo cual puede ser de gran utilidad para establecer estrategias que permitan revertir la 

RCP en pacientes con CaCu avanzado o recurrente. 
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ABSTRACT 

 

Cervical uterine cancer (CC) is a global public health problem, with its incidence and 

mortality being predominant in developing countries. The most used anticancer agent for 

CaCu treatment is cisplatin (CP), which has one of the best rates of effectiveness and cost. 

However, one of the problems is that some treated tumor cells develop cisplatin resistance 

(CPR) mechanisms, such as increased extrusion mediated by ABC transporters that expel 

the drugs out of the cells, reducing their intracellular effect and preventing their cytotoxic 

effect. In CaCu, one of the most important ABC transporters is MRP1, which is expressed 

in 85% of tumors. 

 

It has been reported that the A3R receptor regulates the expression of MRP1 in 

glioblastoma. Therefore, in this study, we analyzed the involvement of the CD73-

Adenosine pathway in MRP1-mediated CPR in CaCu tumor cells. 

 

In this study, we found that in CaCu tumor cells, CaSki and HeLa, adenosine (Ado) 

increases the expression of MRP1 in a concentration-dependent manner. Furthermore, in 

CaSki and HeLa cells, inhibition of CD73 expression using siRNA or treatment with the 

A2AR-specific antagonist ZM24138 significantly decreased the expression of MRP1 and 

its ability to extrude calcein-AM. Treating the cells with MK-571, a specific MRP 

inhibitor, reduced their extrusion capacity compared to untreated cells. Finally, IC50 

assays showed that modulating MRP1 observed in CaSki and HeLa cells through CD73 

expression inhibition or A2AR blockade enhanced their sensitivity to CP. This effect was 

similar, to directly blocking MRP1. 

 

This study provides the first evidence that inhibiting CD73 and blocking adenosine 

signaling through A2AR negatively modulate the expression of MRP1 in CaCu cells, 

enhancing their chemosensitization to CP treatment. This finding could be useful in 

establishing strategies to reverse CPR in patients with advanced or recurrent CaCu. 
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INTRODUCCIÓN 

 

CÁNCER 

El cáncer es un conjunto de enfermedades que se caracterizan por la presencia de células 

anormales con alteraciones en el genoma, las cuales se dividen descontroladamente y tienen 

la capacidad de diseminarse a los tejidos adyacentes y órganos distantes en donde pueden 

interrumpir los procesos biológicos normales a través de la invasión celular y metástasis 

(OMS, 2023).  

 

CÁNCER CÉRVICO-UTERINO  

 

Uno de los tipos de cáncer ginecológicos más frecuentes es el cáncer cérvico-uterino 

(CaCu), el cual ocupa el cuarto lugar en incidencia y es la tercera causa de muerte por 

cáncer a nivel mundial en mujeres en edad reproductiva. En México ocupa el tercer lugar 

en incidencia y segundo lugar en mortalidad, lo cual representa un grave problema de salud 

pública (Sung H et al., 2021).  

 

Existen varios factores de riesgo que pueden desencadenar el desarrollo del CaCu, 

incluidos: polimorfismos genéticos, múltiples parejas sexuales, múltiples partos, uso de 

anticonceptivos orales, dieta y tabaquismo, sin embargo, de acuerdo con la Organización 

Mundial de la Salud, la infección persistente por virus del papiloma humano de alto riesgo 

(VPH-AR) es el principal factor causal y está implicada en más del 99% de los casos 

(Lutkowska A., et al., 2017; Liu Z. et al., 2015). La mayoría de las infecciones por VPH 

son transitorias y no son clínicamente evidentes ya que en el 70-90% de las mujeres 

infectadas su sistema inmune es capaz de eliminar la infección en 12 a 30 meses (Evander, 

M., et al., 1995), por lo que se estima que solo el 1 % de las mujeres que en algún momento 

han tenido infección con VPH desarrollan CaCu (Tindle R., 2002). La edad promedio de 

las pacientes con CaCu es de alrededor de 45 a 50 años, pero puede afectar a mujeres desde 

los 20 años o incluso más jóvenes (Parkin MD., et al., 1999).  
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El desarrollo de CaCu tiene un tiempo de progresión largo, en el cual la infección 

persistente por VPH induce cambios en el epitelio cervical y que en el transcurso de 1 a 10 

años puede progresar a carcinoma invasivo (Castellanos-Morales M., 2003).  

 

El CaCu es prevenible y su tratamiento es relativamente fácil cuando el diagnóstico es 

oportuno. La experiencia de países desarrollados ha permitido demostrar que la mejor 

opción para disminuir la mortalidad por CaCu es la detección y el tratamiento temprano de 

lesiones precursoras y lesiones malignas, lo cual se logra mediante la implementación de 

programas de detección oportuna de CaCu.  

 

En México se implementaron desde 1974 programas nacionales de Detección Oportuna del 

Cáncer (DOC), enfocados en la detección de CaCu mediante la prueba de Papanicolaou 

(Pap) (SSA, 2002). Sin embargo, hasta la fecha dicha neoplasia sigue siendo una de las 

principales causas de muerte para las mujeres mexicanas ya que ha sido difícil establecer y 

mantener un programa de tamizaje efectivo. En lugar de ser una herramienta para la 

detección oportuna, en el 80% de los casos el Pap detecta lesiones de CaCu ya muy 

avanzadas y de estas pacientes a pesar de recibir tratamiento el 70% desarrollará 

persistencia o recurrencia de la enfermedad (Coronel-Martínez, J., et al., 2014).  

 

Desde 2014, la Food and Drug Administration (FDA) aprobó la primera prueba de ADN 

para virus del papiloma humano (VPH) llamada prueba Cobas®, la cual detecta en una 

muestra citológica la presencia de 14 tipos de VPH de alto riesgo (con resultados separados 

para VPH16 y VPH18), por lo que, con base en los resultados obtenidos, si hay presencia 

de VPH 16 o 18, la paciente debe ser referida a colposcopia, pero si están presentes algunos 

de los otros 12 tipos de VPH de alto riesgo, se le realizará a la paciente una citología 

cervical para determinar la necesidad de ser referida a evaluación colposcópica. En el caso 

de que una prueba sea negativa, la paciente debe realizarse su control regular cuyo intervalo 

debe ser decidido por el médico tratante según las condiciones de riesgo de la paciente.  
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Esta decisión de la FDA está basada en el estudio ATHENA (Addresing THE need for 

Advance HPV diagnostic) (Castle, P., et al., 2011) publicado en 2011 y un reanálisis en 

2013 (Cox JT., et al., 2013) y a partir de los resultados que obtuvieron, este esquema de 

pesquisa de cáncer cérvico-uterino se ha implementado  en E.U.A., Canadá y Europa 

debido a su seguridad y reducción casi a la mitad de las pruebas requeridas, con la 

consiguiente reducción en el costo de los programas de tamizaje (Wright TC., et al. 2015).    

 

La situación en México con respecto a la detección a través de prueba primaria (Cobas) aún 

no se realiza de manera rutinaria en las instituciones de salud pública. Se puede acceder a 

una prueba de este tipo en laboratorios clínicos privados en los cuales los precios son poco 

accesibles. Es probable que este retraso en la implementación de este tipo de cribado 

repercuta en que la detección del CaCu se siga realizando en etapas avanzadas. 

 

El CaCu tiene un impacto negativo en las mujeres que lo padecen, afectando en diversos 

aspectos: en el ámbito personal disminuye la calidad de vida (Zhang, L., et.al., 2022), en 

términos sociales, representa una gran pérdida de años de vida productiva que contribuye al 

deterioro económico del país y a la ruptura de su tejido social, provocando graves 

desajustes en la integración y dinámica familiar (SSA, 2002). Adicionalmente, debido al 

gran número de pacientes que requieren tratamientos el costo para las instituciones públicas 

que lo atienden es elevado (Hernández-Hernández D., et al., 2015). 

 

ETAPAS DE PROGRESIÓN DEL CaCu 

 

De acuerdo con la clasificación de la Federación Internacional de Ginecología y 

Obstetricia, el CaCu presenta cuatro etapas de progresión (Tabla 1) (Pecorelli S. 2009).   

 

TABLA 1. Estadios del CaCu de acuerdo con la FIGO 

ESTADIO CARACTERÍSTICAS DEL TUMOR 

Tis Carcinoma in situ 

IA1 Invasión <3mm prof. <7mm extensión 

IA2 Invasión 3–5mm prof. <7mm extensión 
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IB1 >5mm ó visible <4 cm. 

IB2 Visible >4 cm. 

IIA Invade 1/3 sup vagina s/parametrios 

IIA1 <4 cm 

IIA2 >4 cm 

IIB Invade parametrios parcialmente 

IIIA Invade 1/3 inf vagina sin llegar a pared pélvica 

IIIB Invade pared pélvica / hidronefrosis / IRC 

IVA Invade mucosa de vejiga o recto 

IVB Metástasis a distancia 

 

 

En etapas tempranas esta enfermedad se puede tratar con cirugía, radiación y/o 

quimioterapia, produciendo curas entre 80 y 90% en etapa I y 60% en la etapa II (Yu, S. & 

Garcia, A. 2015), sin embargo, en los países en desarrollo, los programas de tamizaje 

basados en la prueba de Pap es deficiente, ya que cuando el CaCu se diagnostica, el 80% de 

las pacientes se encuentra en etapas avanzadas (III en adelante) o con metástasis, en donde 

el porcentaje de supervivencia a un año después del tratamiento disminuye notablemente, 

llegando a ser de 10-20%  en etapa IV (Diaz-Padilla I., et al., 2013; Coronel-Martínez, J., et 

al., 2014). En consecuencia, se necesitan desarrollar nuevos enfoques terapéuticos que 

mejoren los resultados del tratamiento en estas pacientes para mejorar la supervivencia 

(Uyar, D. & Rader, J., 2014).   

 

 

RECURRENCIA  

 

La enfermedad recurrente se define como el crecimiento local del tumor o el desarrollo de 

metástasis a distancia, seis meses o más, después de la regresión completa de la lesión 

tratada; en tanto que, si se detecta dentro de los primeros seis meses después de completar 

el tratamiento primario, se le denomina persistencia (Choi J, 2000). Se estima que la edad 

promedio de las mujeres con recurrencia de CaCu es de 40-45 años. En relación con el 

Continuación Tabla 1 
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estadio clínico inicial, la frecuencia de la enfermedad recurrente es: etapa IB, cercana al 

10%; etapa IIA, 17%; IIB, 23%; III, 42% y IVA, 74% (Peiritti M, et al., 2012).  

 

 

TRATAMIENTOS PARA CaCu  

 

En la actualidad existen diversos tratamientos para el CaCu, que van desde quimioterapia 

convencional con un fármaco o combinaciones de fármacos, quimiorradioterapia, 

anticuerpos monoclonales ya sea solos o en combinación con quimioterapia y terapias 

experimentales como el uso de linfocitos T modificados que eliminan a las células 

infectadas con VPH (Figura 1). En la siguiente sección se explica brevemente algunas 

ventajas y desventajas para cada uno de estos regímenes de tratamiento. 

 

 

 

 

 

 

QUIMIOTERAPIA CONVENCIONAL 

 

En la actualidad el CP (CP) es el agente quimioterapéutico más utilizado para el tratamiento 

de CaCu avanzado y recurrente (Lorusso, D., et al., 2014). El CP fue sintetizado por 

Figura 1. Tratamientos para CaCu avanzado y recurrente. En la figura se enlistan las terapias 

convencionales, combinadas y experimentales que han sido probadas para el tratamiento del CaCu, dentro 

de las cuales, sobresale el cisplatino, siendo el más utilizado en la práctica clínica. Figura creada en 

BioRender.com. 
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primera vez por M. Peyrone en 1844, sin embargo, fue hasta la década de los 1960s cuando 

las observaciones iniciales de Rosenberg (Rosenberg, B., et al., 1965) señalaron que los 

productos de la electrólisis generados por los electrodos de platino eran capaces de inhibir 

la división celular de Escherichia coli, creando mucho interés en su posible uso para inhibir 

la proliferación de células tumorales.  Fue hasta 1978 que el CP fue aprobado por la FDA 

para el tratamiento del cáncer (Kelland, L. 2007).  

 

Tradicionalmente el CP ha sido considerado el fármaco más efectivo para el tratamiento de 

CaCu en etapas avanzadas, ya que al administrarlo en conjunto con radioterapia se observó 

una disminución del 30 a 60% en el riesgo de muerte por CaCu (Thigpen T, et al., 1981). 

Existen más agentes quimioterapéuticos que se utilizan para el tratamiento de CaCu en 

etapas avanzadas, incluyen ifosfamida, paclitaxel, topotecán, irinotecán, capecitabina y 

pemetrexed, aunque con menores tasas de respuesta en comparación con CP (Coleman E, et 

al., 1986; Fleming GF, et al., 1996: Muderspach LI., et al., 2001; Verschraegen CF et al., 

1997; Garcia A et al., 2007; Goedhals L et al., 2006). 

 

La evidencia actual sugiere que los regímenes de combinación a base de platino pueden ser 

más eficaces, dentro de las combinaciones más comunes se encuentran: CP/paclitaxel y 

CP/topotecán. La combinación de CP y paclitaxel produce una tasa de respuesta más alta y 

una supervivencia libre de progresión mejorada en comparación con el CP como agente 

único, pero no mejora la supervivencia general, aunque existen beneficios potenciales a la 

calidad de vida (Moore DH, et al., 2004). Por otro lado, la combinación de CP y topotecán 

en comparación con CP como agente único mostró una mejora en la tasa de respuesta 

general (Long HJ., et al., 2005). 

 

 

ANTICUERPOS MONOCLONALES EN COMBINACIÓN CON 

QUIMIOTERAPIA 

 

En la actualidad, también se encuentran disponibles tratamientos más selectivos basados en 

una mayor comprensión de la biología tumoral y de las características de los subtipos de 
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tumores específicos. Es el caso de los anticuerpos monoclonales, para CaCu sólo se ha 

determinado la efectividad de Bevacizumab, el cual tiene como objetivo la inhibición del 

factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) para inhibir el crecimiento de vasos 

sanguíneos causando una disminución de oxígeno y nutrientes al tumor (Tewari, K et al., 

2017).  

 

Algunos estudios han sugerido que la combinación de bevacizumab y quimioterapia es 

efectiva en CaCu (Wright JD., et al., 2006; Takano M, et al., 2009). En una prueba clínica, 

la mitad de los pacientes fueron tratados con topotecán con paclitaxel y la otra mitad con 

CP y paclitaxel. Además, aproximadamente la mitad de los pacientes en cada uno de estos 

grupos de tratamiento recibieron Bevacizumab junto con la quimioterapia. La adición de 

Bevacizumab a la quimioterapia combinada se asoció con una mejora de 3.7 meses de 

supervivencia general. Las tasas de respuesta fueron del 48% con bevacizumab y el 36% 

con quimioterapia sola.  

 

Como consecuencia, se aprobó Bevacizumab por la FDA para su uso en el CaCu avanzado 

y recurrente. Sin embargo, hay un aumento en el costo que debe ser tomado en cuenta ya 

que al adicionar Bevacizumab el tratamiento es 10 veces más costoso en comparación con 

la quimioterapia convencional (Phippen N, et al., 2015) por lo que la viabilidad económica 

para aplicarlo a la población general es demasiado baja. 

 

 

INMUNOTERAPIA CON LINFOCITOS T 

 

Se ha reportado el uso de inmunoterapia con linfocitos infiltrantes del tumor dirigidos a 

VPH humanos, aunque este tipo de terapias aún se encuentran en etapas experimentales. En 

un estudio, se aislaron linfocitos T del tejido tumoral y se cultivaron in vitro, se analizó su 

reactividad hacia péptidos de las proteínas virales E6 y E7 del VPH, se seleccionaron los 

linfocitos más reactivos y se expandieron, posteriormente se infundieron en las pacientes, 

de las pacientes que recibieron la infusión de linfocitos, una de ellas logró una respuesta 
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parcial a los 22 meses y 2 lograron una respuesta completa a los 15 meses (Hinrichs CS, et 

al., 2014). 

 

VACUNAS 

 

Las vacunas para VPH basadas en el uso de partículas tipo virales (VLPs) han mostrado un 

avance importante en la prevención de la enfermedad contra los genotipos de VPH-16 y 

VPH-18, las cepas responsables de 70% de los cánceres cérvico-uterinos. En los primeros 

ensayos clínicos de vacunas contra el VPH-16 y VPH-18 se encontró una alta eficacia 

contra la infección por estos genotipos en niñas adolescentes (La Torre G, et al., 2007). 

Posteriormente se adicionaron dos cepas VPH-6 y VPH-11 en una vacuna tetravalente que 

ofrece una prevención eficaz de las lesiones cervicales precancerosas (Lu B, et al., 2011; 

Lehtinen M, Dillner J., 2013). En los países de ingresos altos se observó que en las 

adolescentes y jóvenes 13 a 19 años, respectivamente, que fueron vacunadas, las 

infecciones de VPH-16 y VPH-18 disminuyeron en un 68% (Lowy DR, Schiller JT, 2012). 

Los programas de inmunización contra el VPH comenzaron en 2007, principalmente en 

países de ingresos altos (Bonanni P, et al., 2011), donde los estudios han demostrado claros 

beneficios (Gervais F, et al., 2017), sin embargo, en los países de ingresos bajos y 

medianos, persisten las barreras económicas en los sistemas de salud pública para 

completar los esquemas de vacunación en grandes porcentajes de la población (Bello FA, et 

al., 2011).  

 

En la actualidad, a pesar del éxito de las terapias combinadas, el uso de anticuerpos 

monoclonales y la inmunoterapia no se han adoptado de manera extensiva en la práctica 

clínica debido al elevado costo, poco personal especializado y a la falta de infraestructura 

necesaria, por lo que sólo han sido aplicadas en una población muy pequeña de pacientes.  

 

En contraste con las terapias antes mencionadas, el agente quimioterapéutico más utilizado 

para CaCu sigue siendo el CP ya que es el fármaco que tiene la mejor relación efectividad-

costo (McKim A, et al., 2016), sin embargo, aún queda un problema por resolver y es el 

desarrollo de quimiorresistencia a la cual se atribuye el 90% de los fallos en el tratamiento 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=McKim+A&cauthor_id=27352563
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dando como resultado un fracaso terapéutico y eventualmente la muerte de las pacientes 

con cáncer (Lippert T, et al., 2008).  

 

MECANISMO DE ACCIÓN DEL CP 

 

El ingreso del CP a la célula está mediado por el transportador de cobre Ctr1 en mamíferos 

(Ishida, S., et al., 2002). Una vez que ingresa al citoplasma, los átomos de cloruro del CP 

son desplazados por moléculas de agua, este producto hidrolizado es un potente electrófilo 

que puede reaccionar con cualquier nucleófilo, incluidos los átomos de nitrógeno en los 

ácidos nucleicos. El CP se une al centro reactivo N7 en los residuos de purina y puede 

causar daño al ácido desoxirribonucleico (ADN) en las células cancerosas y formar 

aductos, de los cuales 90% son GpG y 10% son ApG intracatenarios, bloqueando la 

división celular y dando como resultado la muerte celular apoptótica (Figura 2) (Dasari, S 

& Tchounwou P. 2014). 

El CP también puede inducir apoptosis a través de la generación de estrés oxidativo, que 

afecta principalmente a la mitocondria, lo que resulta en la pérdida de grupos sulfhidrilo de 

las proteínas mitocondriales, inhibición de la captación de calcio y reducción de potencial 

de membrana mitocondrial (Saad S et al., 2004), lo que puede inducir la apoptosis a través 

de la vía extrínseca e intrínseca (Ozben, T., 2007). El incremento en el nivel de especies 

reactivas de oxígeno (ERO) puede resultar tanto en la apoptosis como en la necrosis de las 

células cancerosas (Hampton, M. & Orrenius, S., 1997). Las ERO también pueden inducir 

la muerte celular al reducir la autofagia, que es un proceso auto catabólico que implica el 

secuestro de contenidos citoplasmáticos (organelos agotados y agregados de proteínas) para 

su degradación en lisosomas (Shrivastava, A.  et al., 2011) 

El CP ha sido considerado el fármaco más activo y es ampliamente utilizado para el 

tratamiento del CaCu, sin embargo, algunas células pueden presentar resistencia, ya sea 

intrínseca o adquirida, lo que compromete seriamente la eficacia del tratamiento (Shen, D. 

et al., 2012). De hecho, en la actualidad el CP sigue siendo parte de los esquemas de 

tratamiento para CaCu en todo el mundo (McKim, A. 2016), incluso forma parte de la lista 

de medicamentos esenciales de la OMS (https://www.who.int/). En el caso particular de 

https://www.who.int/
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México, la quimioterapia con CP se encuentra en las guías de práctica clínica para el 

tratamiento del CaCu de acuerdo con el Programa Nacional de Salud (SSA, 2010), por lo 

cual es de suma importancia investigar los mecanismos por los cuales se desarrolla 

quimiorresistencia con la finalidad de mejorar los esquemas de tratamiento con este 

fármaco.  

 

 

 

QUIMIORRESISTENCIA INTRÍNSECA Y ADQUIRIDA 

La quimiorresistencia, también conocida como MDR (por las siglas en inglés Multi Drug 

Resistance), es un fenómeno que se produce cuando las enfermedades se vuelven tolerantes 

a tratamientos farmacéuticos, ésta se puede clasificar como intrínseca o adquirida según el 

momento en que se desarrolla. La quimiorresistencia intrínseca existe antes de que se 

administren los medicamentos al paciente, lo que tiene como consecuencia una eficacia 

reducida del tratamiento, mientras que la quimiorresistencia adquirida se caracteriza por la 

reducción gradual de la eficacia de un fármaco después del tratamiento (Bell D.W., et al., 

2005; Ma C, et al., 2011). La quimiorresistencia es un problema grave que hace que el 

desarrollo de nuevos medicamentos contra el cáncer sea largo y costoso (Vasiliou V, et al., 

2009; Projan SJ, 2003), por lo que es necesario conocer los mecanismos que conducen a la 

quimiorresistencia para desarrollar nuevos enfoques terapéuticos con mayor éxito. 

Figura 2. Muerte celular inducida por cisplatino. Hay 3 principales mecanismos por los cuales el cisplatino 

puede inducir apoptosis, el más importante es el que está relacionado con la formación de aductos en el DNA, 

lo cual impide que la célula pueda sintetizar la copia de DNA en la fase S.  Otros mecanismos complementarios 

incluyen el aumento en las especies reactivas de oxígeno (ERO) que puede inducir apoptosis por vía intrínseca 

y extrínseca, y adicionalmente la reducción de la autofagia. Figura creada en BioRender.com 
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RESISTENCIA AL CP (RCP) EN CaCu 

 

Los mecanismos de quimiorresistencia intrínseca y adquirida pueden coexistir durante la 

progresión y el tratamiento del tumor. Los mecanismos de quimiorresistencia adquirida 

pueden ser totalmente diferentes a los de la quimiorresistencia intrínseca o pueden ser una 

expansión selectiva de la quimiorresistencia intrínseca. 

 

El grado de quimiorresistencia intrínseca determina la sensibilidad de cierto grupo de 

células cancerosas a un fármaco específico por lo que se deberían realizar análisis 

genómicos y bioquímicos antes de diseñar el plan de tratamiento farmacológico para 

combatir una posible quimiorresistencia preexistente, y posteriormente, monitorear el 

desarrollo de resistencia adquirida para ajustar los esquemas terapéuticos. En la Tabla 2 se 

describen específicamente los mecanismos de resistencia a CP (RCP) en CaCu, los cuales 

son representados esquemáticamente en la Figura 3.  

 

 

 

Tabla 2. MECANISMOS DE RESISTENCIA A CP EN CaCu 

 MECANISMO   DESCRIPCIÓN  REFERENCIAS 

1) Reducción 

de la 

acumulación 

intracelular del 

fármaco 

La captación reducida (1.1), el aumento de la 

extrusión (1.2) y la inactivación por las proteínas que 

contienen tiol (1.3) contribuyen a la reducción de la 

acumulación intracelular de CP. 

(Shen D, 2012) 

 2) Aumento de 

la reparación 

de daños al 

ADN 

Las células pueden identificar el daño al ADN 

inducido por CP mediante múltiples vías de 

reparación del ADN, incluyendo la reparación por 

escisión de nucleótidos (NER) (2.1) y la reparación 

de errores de apareamiento (MMR) (2.2). 

(Dasari S, et al., 

2014; Torii Y, et 

al., 2014; Bai ZL, 

et al. 2012; 

Martelli L, et al., 

2009; Zhang Y et 

al., 2010) 
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3) Inhibición 

de la apoptosis  

En las vías de apoptosis extrínseca e intrínseca 

intervienen proteínas múltiples, como las de la familia 

Bcl-2 y p53, la disfunción de estas proteínas puede 

conducir al desarrollo de la RCP. Las células de CaCu 

con RCP con frecuencia sobre expresan proteínas anti 

apoptóticas. Por ejemplo, Brozovic et al., encontraron 

que Bcl-2 tenía un aumento en la expresión en células 

HeLa con RCP en comparación con las células HeLa 

parentales. La supresión de las proteínas efectoras pro 

apoptóticas también contribuye al desarrollo de la 

RCP. 

(Brozovic A, et 

al., 2004; Chen J, 

et al., 2002; 

Siddik ZH, 2003) 

 
 

4) Activación 

de la transición 

epitelio-

mesenquima 

(TEM) 

En los últimos años, se ha reconocido cada vez más el 

papel de la TEM en la RCP adquirida. Se observó 

que, al silenciar la expresión de un factor de 

transcripción maestro de la TEM, TWIST1 por ARNi 

en células HeLa se disminuye la expresión de P-gp y 

las células fueron más sensibles al CP. 

(Zhu K, et al., 

2012) 

5) Resistencia 

intrínseca de 

las Células 

Troncales de 

Cáncer  

Las células troncales de cáncer son una subpoblación 

celular dentro del tumor que es altamente resistente a 

varios agentes quimioterapéuticos ya que expresan 

altos niveles de transportadores de resistencia a 

múltiples fármacos. 

(Dean, M, et al., 

2005) 

6) Aumento en 

la expresión de 

chaperonas de 

respuesta al 

estrés 

Las chaperonas o proteínas de choque térmico (HSP) 

son proteínas involucradas en las respuestas generales 

al estrés. Debido a que el CP induce daño al ADN y 

consecuentemente da como resultado la apoptosis, las 

HSP se han observado sobre expresadas en las células 

que presentan RCP. 

(Shen D, et al., 

2012) 
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7) Aumento en 

la autofagia 

La autofagia es un proceso por el cual las células 

digieren sus propios organelos dañados. 

Recientemente se ha demostrado que ésta contribuye 

a la RCP en algunos tipos de células y la inhibición 

de la autofagia puede aumentar la citotoxicidad de los 

agentes quimioterapéuticos. Con respecto al CaCu, se 

ha observado que el CP induce la autofagia en células 

HeLa, y la inhibición de la autofagia induce estrés en 

el retículo endoplásmico (RE) y, por lo tanto, 

aumenta la citotoxicidad del CP. 

(Liu B, et al., 

2010; Xu Y, et 

al., 2012) 

8) Alteraciones 

en vías de 

señalización 

Las vías de señalización incluyen una amplia gama de 

mecanismos moleculares que inducen la resistencia a 

los fármacos. Las principales que participan en la 

RCP en CaCu son: SAPK/JNK, Wnt / β-catenina, 

Sonic Hedgehog, NF-kB, PI3K / AKT, Notch EGFR 

y TF-PAR2 JAK-STAT, MAPK y P53. 

(Brozovic A, et 

al., 2004; Siddik 

ZH, et al., 2003; 

Xu, H, et al., 

2019; Zhang, Y, 

et al., 2010; 

Yang, M, et al., 

2018; Sharma, A, 

et al., 2019; 

Zheng X, et al., 

2014; Maruyama, 

W, et al., 2016; 

Shu, X, et al., 

2015; Zhao, C, et 

al., 2018; Wang, 

X et al., 2018; de 

Almeida, V. H, et 

al., 2018; Huang, 

L, et al., 2018; 

Wang X, et al., 

2000; Basu A, et 

al., 2005; Garzetti 

GG, et al., 1995; 

Saito T, et al., 

2004)  

Continuación Tabla 2 
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9) Alteraciones 

epigenéticas 

Hasta el momento, de las alteraciones epigenéticas 

que se han analizado con relación a la RCP se 

encuentra la metilación del ADN (9.1) y la 

desregulación en la expresión de múltiples 

microRNAs como: miR-21, miR-3p, miR-125a, miR-

130a miR-155, miR-182 y miR-214 (9.2). 

 Lei C, et al., 

2012; Pouliot 

LM, et al., 2013; 

Wang F, et al., 

2013; Fan, Z., et 

al., 2016; Feng, 

C., et al. 2016; 

Song, J., et al., 

2017; Zhang, J. et 

al. 2018) 

 

 

 

 

 

 

AUMENTO DEL FLUJO DE SALIDA (EXTRUSIÓN) 

En el presente trabajo nos enfocaremos en el mecanismo de extrusión, en el cual, la 

eliminación de los fármacos hacia el exterior de la célula (extrusión) se lleva a cabo por 

Figura 3. Mecanismos celulares y moleculares de RCP en CaCu. Se muestran ejemplos de cada 

mecanismo descrito en la Tabla 2. Modificado de:  Zhu H, et al. 2016. Imagen creada en BioRender.com 
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transportadores que utilizan la hidrólisis de ATP para bombear moléculas a través de la 

membrana, los cuales se conocen como ATPasas de transporte y conforman una gran 

superfamilia que incluye a los transportadores ABC (por las siglas en inglés ATP-binding 

cassete) (Pedersen PL, 2007), la cual se puede dividir en siete subfamilias de acuerdo con 

sus secuencias genómicas y estructuras (Taylor NM., et al., 2017).  

Estos transportadores cubren un amplio espectro de sustratos, desde pequeñas moléculas 

orgánicas e inorgánicas, como aminoácidos, azúcares, nucleósidos, vitaminas y grupos de 

metales a compuestos orgánicos más grandes, incluyendo péptidos, moléculas lipídicas, 

oligonucleótidos y polisacáridos (Wilkens, S, et al., 2015), así como de múltiples 

antineoplásicos, medicamentos, xenobióticos y metabolitos (Cole, S. 2014).  

Algunos de los transportadores ABC que participan en la regulación de la RCP en CaCu 

son: glicoproteína P (P-gp) (Sakaeda T, et al., 2002); las ATPasas ATP7A y ATP7B 

(Zisowsky J., et al., 2007; Beretta, G., et al., 2004; Doherty B, et al., 2014); y la proteína de 

resistencia a múltiples fármacos MRP1 (Roy, M & Mukherjee S, 2014), en esta última l nos 

enfocaremos en el presente trabajo ya que es la que se ha reportado que se encuentra hasta 

en el 85 % de los tumores en pacientes con CaCu.  

 

MRPs 

La familia de proteínas de resistencia a múltiples fármacos o MRPs (por las siglas en inglés 

de Multi drug Resitance Protein) fue descrita por primera vez en 1992 cuando Susan Cole y 

Roger Deeley clonaron el gen que codifica a la proteína asociada a la resistencia a múltiples 

fármacos (MRP1) cuya familia está compuesta por 7 miembros (MRP1 a MRP7) (Cole, S 

et al., 1992).  MRP1, MRP4 y MRP5 están ampliamente distribuidos en el cuerpo, mientras 

que MRP2, MRP3 y MRP6 se han observado principalmente en hígado, riñones e intestino 

(Kool M, et al., 1997; Kool M, et al., 1999; Lee K, et al., 1998; Belinsky MG, et al., 1998; 

Kiuchi Y, et al., 1998; König J et al., 1999).  MRP1 y MRP3 se localizan en membranas 

basolaterales de las células (Flens M, et al., 1996; Kool M, et al., 1999; König J, et al., 

1999; Paulusma C, et al., 1997; Schaub T, et al., 1997). Se ha reportado que MRP1, MRP2, 

MRP3 y MRP5 favorecen la extrusión de los fármacos quimioterapéuticos de las células 

tumorales (Zhu, H., et al., 2016). En ese sentido, se han realizado numerosos esfuerzos para 
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solucionar la farmacorresistencia provocada por estos transportadores a través del uso de 

inhibidores, sin embargo, hasta ahora el uso de inhibidores de primera y segunda 

generación han mostrado niveles inaceptables de toxicidad y/o bajos efectos inhibidores 

(Adamska, A & Falasca, M 2018).  

 

MRP1                                                                                                                                   

Esta bomba de extrusión exporta tanto endobióticos como xenobióticos y, por lo tanto, 

influye en procesos fisiológicos distintos de la distribución de fármacos (Cascorbi, 2011; 

Cole, 2014). También se ha demostrado que MRP1 transporta fármacos utilizados en el 

tratamiento de enfermedades no malignas, incluidos algunos opiáceos, antidepresivos, 

estatinas y antibióticos. 

Con respecto al cáncer se ha observado que MRP1 desempeña un papel importante en la 

resistencia a los fármacos quimioterapéuticos usados para leucemia mieloblástica y 

linfoblástica aguda, cáncer de pulmón de células no pequeñas, cáncer de próstata, cáncer de 

mama y neuroblastoma (Cole, 2014). La sobreexpresión de MRP1 en una gama de cánceres 

está relacionada con aumento en la recaída y disminución en la supervivencia general lo 

cual lo hace un marcador de importancia clínica (Alisi et al., 2013; Diestra et al., 2003; 

Haber et al., 2006; Semsei et al., 2012; Vulsteke et al., 2013; Zhang B., et al., 2012). 

Específicamente en CaCu, se ha reportado que la RCP está asociada con la sobreexpresión 

de MRP1 (Roy, M & Mukherjee S. 2014). En un estudio en que se analizaron los perfiles 

genéticos de 50,000 pacientes con distintos tipos de cáncer se observó que el 81% eran 

positivos para MRP1 y específicamente de las 5,000 pacientes de CaCu, el 85% expresaron 

MRP1, posicionando a esta bomba de extrusión como la más importante al compararla con 

las bombas P-gp (cuya expresión se presentó en el 10% de las pacientes) y BCRP (en el 

70%) (Feldman, R. et al., 2015).  
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ESTRUCTURA DE MRP1                                                                                             

 

MRP1 es una proteína codificada por el gen ABCC1 localizado en el cromosoma 16 

(16p13.1), tiene un peso molecular de 190 kDa y contiene 1580 aminoácidos (Cole et al., 

1992; Slovak et al., 1993). La proteína está conformada por un polipéptido único 

compuesto por 17 segmentos transmembrana (TM) dividido en tres dominios 

transmembranales (TMD0, TMD1 y TMD2). TMD1 y 2 trabajan en colaboración para 

formar un poro permeable en el que los sustratos pueden viajar desde la región citoplásmica 

al espacio extracelular de forma selectiva y de manera dependiente de la energía (Figura 

4a) (Rees et al., 2009).     

De los dos dominios de unión a nucleótidos (NBD1 y NBD2) localizados en la región 

citoplasmática, solo el dominio de unión a nucleótidos ubicado en el NBD2 es responsable 

de hidrolizar ATP y proporcionar energía para la traslocación (Johnson & Chen, 2017). 

Este dominio contiene una porción N-terminal en la región extracelular TMD0 que se 

enlaza al núcleo del transportador a través de un enlazador Lo (Figura 4b) (Conseil et al., 

2019).  



20 
 

 

 

 

 

El sitio de unión al sustrato del transportador ABCC1 está formado por dos haces, TM1 y 

TM2, y los residuos de la cara interior de cada uno de estos haces son muy diferentes 

(Conseil et al., 2019). TM1 tiene residuos cargados positivamente mientras que TM2 tiene 

residuos hidrofóbicos. La región cargada positivamente por lo general se une a la región de 

GSH (glutatión), mientras que la región rica en residuos hidrófobos se une al sustrato 

(Johnson & Chen, 2017).  Varios reportes indican que la exportación de CP puede ser 

mediada por MRP1, MRP2, MRP3 y MRP5 (Borst P, et al., 2000; Galluzzi L, et al., 2012).  

El grupo de Ishikawa demostró que el CP y GSH pueden formar un complejo 1:2 que puede 

eliminarse de las células por una bomba GS-X como los MRPs, por lo que la formación del 

complejo GS-platino se considera una parte importante del metabolismo celular del CP para 

Figura 4. Estructura de MRP1. a) Modelo de 2D que muestra los distintos dominios de la proteína. b) 

Modelo 3D de MRP1 donde se representa la estructura conformacional de la proteína en la membrana. 

Tomadas de: a) Lu J, et al, 2015; b) Johnson y Chen, 2017. 
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su eliminación de las células tumorales (Ishikawa, et al., 1993).  Las etapas del ciclo de 

extrusión ejercido por MRP1 se representan en la Figura 5. 

  

 

 

 

 

 

 

INHIBICIÓN DE MRP1 

 

Por otro lado, se han descrito una gran variedad de inhibidores para MRPs, específicamente 

para MRP1, Gakeler y colaboradores desarrollaron a MK-571 (Gekeler et al., 1995), sin 

embargo, hasta la fecha no se han utilizado en ensayos clínicos debido a su alta toxicidad y 

baja estabilidad, por lo cual la quimiorresistencia mediada por MRP1 aún sigue siendo un 

problema por resolver. 

Figura 5.  Etapas del ciclo de extrusión llevadas a cabo por MRP1. (1) comienza en su estado de 

reposo, (2) un sustrato conjugado con GSH o GSH solo se une a un sitio de alta afinidad provocando cambios 

conformacionales, lo que resulta en el reclutamiento de ATP a los NBD, (3) los  NBD se dimerizan, lo que 

provoca más cambios conformacionales en los TMD, (4) el cierre de los NBD desencadena un cambio 

conformacional de los TMD que pasan de estar abiertos afuera y  cerrados adentro, permitiendo que el 

sustrato unido a los NBD se mueva hacia el entorno extracelular y se libere (5). El ATP se hidroliza en ADP, 

el dímero NBD se desestabiliza y los TMD vuelven al estado de reposo (1) (Lu J, et al., 2015). 
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En este sentido, es necesario contrarrestar la quimiorresistencia para mejorar la efectividad 

de los tratamientos. Una de las vías que se han estudiado en este contexto es la vía CD73-

Adenosina, la cual, de acuerdo con múltiples reportes, participa en el desarrollo de 

resistencia a múltiples fármacos en distintos tipos de cáncer (Figura 6). 

 

VÍA CD73-ADENOSINA  

La vía C73-adenosina está conformada por ectonucleotidasas de membrana, incluyendo 

CD39 y CD73. En esta vía los nucleótidos ATP/ADP que se encuentran en altas 

concentraciones (50-100µM) en el microambiente tumoral (Vaupel P. & Multhoff G., 

2016), son hidrolizados de manera secuencial por CD39 para generar AMP y finalmente 

por CD73 para generar el nucleósido adenosina (Ado) (Zimmermann, H., et al., 2012). La 

Ado extracelular tiene actividad de señalización que está mediada por 4 receptores de 

adenosina (ARs) específicos: A1R, A2AR, A2BR y A3R, éstos se localizan en la superficie 

celular y están acoplados a proteínas G (Antonioli L., et al., 2016).  

 

VÍA CD73-ADENOSINA Y QUIMORRESISTENCIA  

Se reportó que Ado regula la resistencia a vincristina en glioblastoma multiforme a través 

de la señalización de A3R y aumento de la expresión de MRP1 (Quezada, C, et al., 2013). 

En otro trabajo se observó que al inhibir A1R y A2BR se sensibilizaron las células de 

glioblastoma multiforme en etapa IV al tratamiento con tomozolomida (Daniele, S. et 

al.2014). De manera similar se describió que A3R regula la quimiorresistencia a vincristina 

en células similares a troncales de glioblastoma a través de MRP1 (Torres, A. et al. 2016). 

Por otro lado, se describió que al inhibir CD73 o A2AR se puede sensibilizar a las células 

de cáncer de mama triple negativo al tratamiento con doxorrubicina (Loi, S, et al., 2013)  
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VÍA CD73-ADENOSINA EN CaCu 

Nuestro grupo de investigación ha encontrado que la expresión de CD73 y los ARs 

(particularmente A2AR, A2BR y A3R) incrementan en los tejidos tumorales de CaCu 

respecto a los tejidos de cérvix normal, particularmente en estados avanzados de la 

enfermedad (Torres-Pineda, 2015). Asimismo, se ha reportado que las líneas celulares 

CaSki, SiHa, HeLa y ROVA, positivas a la infección por VPH, expresan mayores niveles 

de CD73 en la membrana celular en relación con las líneas celulares C33A y VIBO, 

negativas a la infección por VPH, además de producir altas concentraciones de Ado (Mora-

García, et al., 2017). Además, reportamos que la vía CD73-Adenosina es importante para 

incrementar las características protumorales de las células de CaCu, incluyendo una mayor 

expresión de MRP1 (García-Rocha, et al., 2022).   

 

JUSTIFICACIÓN  

Por tanto, en este estudio, examinamos el efecto de CD73 y la interacción de Ado con los 

ARs en la expresión de MRP1 en células CaCu para determinar si está relacionada con la 

RCP, y si al bloquear CD73 o los ARs, se pueden quimiosensibilizar a las células al 

tratamiento con CP.  

Figura 6. Quimiorresistencia en cáncer relacionada con la vía CD73-Adenosina. En tumores de 

glioblastoma y cáncer de mama se ha reportado que la generación de Ado por la actividad de CD73 y la 

señalización de Ado a través de A1R, A2AR, A2BR y A3R promueven el desarrollo de qumiorresistencia a 

tomozolamida, doxorrubicina y vincristina. Imagen de diseño propio.    
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

 

Se sabe que las células de CaCu expresan CD73 en la membrana y son capaces de producir 

grandes cantidades de Ado y que la vía CD73-Adenosina es importante para incrementar 

las características protumorales de las células de CaCu, incluyendo una mayor expresión de 

MRP1. Con base en lo anterior, en este estudio nos planteamos las siguientes preguntas de 

investigación: 

 

¿La vía CD73-Adenosina participa en la inducción de MRP1 e incrementa la RCP en 

células de CaCu? 

 

¿El bloqueo de CD73 o de la señalización de Ado con los ARs permitirá sensibilizar a las 

células de CaCu al tratamiento con CP? 

 

HIPÓTESIS 

 

La expresión de MRP1 es regulada por la vía CD73-Adenosina, por lo tanto, participa en el 

desarrollo la resistencia a CP en las células de CaCu. 

 

 

OBJETIVOS         

                                                                                                                        

 

Objetivo General:  

 

Analizar la participación de la vía CD73-Adenosina en la generación de resistencia a CP en 

células de CaCu CaSki y HeLa 
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Objetivos Particulares: 

 

1.- Determinar la expresión de los ARs en células de CaCu. 

2.- Analizar la participación de la actividad de los ARs en la inducción de la expresión de 

MRP1 en células de CaCu. 

3.- Analizar la participación de CD73 en la regulación de la expresión de MRP1 en células 

de CaCu 

4.- Determinar si la inhibición de CD73 o el bloqueo de los ARs está relacionado con la 

actividad de extrusión de MRP1.   

5.- Determinar si la inhibición de CD73 o el bloqueo de los ARs sensibiliza a las células 

tumorales de CaCu al tratamiento con CP. 

METODOLOGÍA 

Cultivos celulares: Las líneas celulares de CaCu, CaSki (VPH-16+) y HeLa (VPH-18+), 

fueron cultivadas con medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino al 10%, 100 

U/µl de penicilina, 100 U/µl de estreptomicina y mantenidas en condiciones de esterilidad, 

a 37 °C con 5% de CO2
 
en un ambiente de humedad saturante. 

Citometría de flujo para analizar la expresión de los Receptores de Adenosina: En las 

líneas celulares CaSki y HeLa se determinó la expresión de A1R, A2AR, A2BR, A3R 

mediante citometría de flujo para lo cual se diseñó un panel de anticuerpos en el software 

Fluoro Finder, específicamente para el citómetro FACS Canto II de BD, y se obtuvo el 

panel de anticuerpos de la Tabla 3, para los cuales se realizó una titulación para determinar 

la dilución adecuada para realizar los ensayos tomando en cuenta las instrucciones de cada 

fabricante.  
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Tabla 3. Anticuerpos utilizados para la detección de las moléculas de la vía CD73-Ado 

MARCADOR FLUOROCROMO MARCA/ 

NÚMERO 

DE 

CATÁLOGO 

DILUCIÓN 

UTILIZADA 

LOCALIZACIÓN 

DEL EPITOPO 

A1R Alexa Fluor 647 Bioss/s-

4235R-A647 

1:100 Extracelular 

A2AR PE Novus 

Biologicals/ 

NBP1-

39474PE 

1:100 Intracelular 

A2BR Alexa Fluor 750 Bioss/ s-

5900R-A750 

1:20 Extracelular 

A3R FITC Biorbyt/ 

orb399642 

1:200 Extracelular 

 

Los experimentos se realizaron por duplicado, para cada determinación se obtuvieron 1x104 

eventos en un citómetro BD FACS Canto II y se analizaron con el software Flow Jo 10. 

Inhibición de la expresión de CD73. Las células de CaCu inhibidas en la expresión de 

CD73 fueron obtenidas de un trabajo previo de nuestro grupo de investigación (García-

Rocha, et al., 2019) en donde se utilizaron los siguientes siRNAs de doble cadena dirigidos 

específicamente contra los genes de CD73: NM_001204813.1 and NM_002526.3: siRNA-

1, GAT CCG CCA CTA GCA TCT CAA ATA TTT CAA GAG AAT ATT TGA GAT 

GCT AGT GGT TTT TTA CGC GTG; and siRNA-2, AAT TCA CGC GTA AAA AAC 

CAC TAG CAT CTC AAA TAT TCT CTT GAA ATA TTT GAG ATG CTA GTG GCG 
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(RNAi Target Sequence Selector, http://www.clontech.com/MX/Support/Online_Tools). 

Los RNA de interferencia correspondientes fueron clonados en el vector Psiren-Retro Q 

(Clontech Laboratories, Inc. USA), como control de transfección se utilizó el vector Psiren- 

Retro Q vacío (Clontech Laboratories, Inc. USA). La selección de las células con 

transfección estable se realizó al adicionar 1µl/ml de puromicina (Sigma-Aldrich) al medio 

de cultivo ya que el vector pSIREN-Retro Q contiene un gen de resistencia a puromicina.  

 

Citometría de flujo de CD73 y MRP1. Para analizar la expresión de CD73 y MRP1 se 

utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-CD73 acoplado a PE (Cat: PHA550257 BD) y 

anti-MRP1 (Cat: MRPM5), el cual fue revelado con un anticuerpo secundario anti-ratón 

acoplado a FITC (CAT: F5262 Sigma-Adrich). La expresión de ambos antígenos se realizó 

en las líneas celulares CaSki y HeLa parentales (WT), transfectadas con el vector vacío 

(pS) y desreguladas para CD73 (pSiren/siRNA-CD73). Los experimentos se realizaron por 

duplicado y para cada determinación se obtuvieron 1x104 eventos en un citómetro BD 

FACS Canto II y se analizaron con el software Flow Jo 10. Se normalizó la expresión con 

respecto a la línea parental (WT) y se realizó una prueba de t de Student para comparar las 

diferentes condiciones.   

Protocolo general de citometría. En general se realizó un protocolo estándar de citometría 

para analizar la expresión de los ARs, y MRP1. Se fijaron al menos 5 x105 células con 

paraformaldehído al 2% incubándolas durante 5 minutos seguido con un lavado, 

posteriormente si el epítopo del anticuerpo en cuestión es intracelular se realizó la 

permeabilización de las células añadiendo 250 µL de saponina 0.03% e incubando durante 

10 minutos seguido de un lavado, posteriormente se bloqueó con 100 µL de SFB seguido 

de un lavado, posteriormente se añadieron los anticuerpos y se incubaron durante 30 

minutos, seguido de un lavado y finalmente se agregó paraformaldehído al 1% para fijar. 

En el caso de la citometría para CD73 el protocolo es similar, únicamente se omiten los dos 

primeros pasos de fijación y permeabilización.  

Inhibición de la actividad de los ARs. Con la finalidad de analizar el efecto de la 

interacción de Ado con los ARs en la regulación de la expresión de MRP1 en las líneas 

celulares CaSki y HeLa, se sembraron 1X105 células por pozo en placas de 6 pozos y se 
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utilizaron antagonistas selectivos para los ARs en una concentración equimolar de 10 µM: 

A1R (DPCPX); A2AR (ZM241385), A2BR (MRS1754), y A3R (MRS1523) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA). Los antagonistas de ARs se incubaron durante 30 minutos 

para permitirles bloquear a los receptores y finalmente se adicionó 1mM de Adenosina, se 

dejaron durante 48 h y se analizó la expresión de MRP1 mediante citometría de flujo como 

se mencionó previamente, se utilizó la prueba ANOVA de una vía para comparar el efecto 

de los diferentes tratamientos en la expresión de MRP1.   

Determinación de IC50. Para analizar el efecto del CP, se hicieron dos grupos 

experimentales: 1) Células sin tratamiento (WT), células con vector vacío (pS) y células 

inhibidas en CD73 (pSiren/siRNA-CD73); y 2) Células WT, células tratadas con 1mM de 

adenosina y células tratadas con 10 µM del antagonista de A2AR (ZM241385) e incubadas 

en presencia de 1mM de adenosina. Se sembraron 2x103 células por pozo en  placas de 6 

pozos y se adicionaron los estímulos correspondientes, después de  48 horas se adicionaron 

diferentes concentraciones de CP (1, 3.15, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 µM) tomando como 

referencia las concentraciones utilizadas de CP para obtener la  IC50  de cada línea celular 

de CaCu, consultado en la siguiente página: 

(https://www.cancerrxgene.org/compound/Cisplatin/1005/overview/ic50). Después de 24 

horas de incubación, se analizó la viabilidad mediante la técnica colorimétrica de CellTiter 

96® AQueous One Solution (Promega, USA), en donde a cada pozo de cultivo se 

adicionaron 20 µl del reactivo y las células se incubaron durante 4 horas, al finalizar este 

tiempo se determinó la absorbancia a 490 nm en el equipo multimodal de lectura de placas 

GloMax Explorer (Promega, USA). Este método colorimétrico permite determinar el 

número de células viables en ensayos de proliferación, citotoxicidad o quimiosensibilidad 

ya que la cantidad de formazan producido es directamente proporcional al número de 

células vivas en cultivo. Los datos obtenidos de los triplicados experimentales se 

transformaron, se normalizaron y se realizó una regresión no lineal dosis respuesta en la 

que los valores del inhibidor en X (concentración de CP) se transformaron a logaritmos y se 

compararon con los valores normalizados de la respuesta (viabilidad) en Y, y se graficaron 

las medias. Se utilizó una curva de referencia para las condiciones WT. Posteriormente se 

analizó mediante una prueba de ANOVA de una vía, la diferencia entre el IC50 de las 

distintas condiciones.  

https://www.cancerrxgene.org/compound/Cisplatin/1005/overview/ic50
https://worldwide.promega.com/products/cell-health-assays/cell-viability-and-cytotoxicity-assays/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-_mts_/
https://worldwide.promega.com/products/cell-health-assays/cell-viability-and-cytotoxicity-assays/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-_mts_/
https://worldwide.promega.com/products/cell-health-assays/cell-viability-and-cytotoxicity-assays/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-_mts_/
https://worldwide.promega.com/products/cell-health-assays/cell-viability-and-cytotoxicity-assays/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-_mts_/
https://worldwide.promega.com/products/cell-health-assays/cell-viability-and-cytotoxicity-assays/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-_mts_/
https://worldwide.promega.com/products/cell-health-assays/cell-viability-and-cytotoxicity-assays/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-_mts_/
https://worldwide.promega.com/products/cell-health-assays/cell-viability-and-cytotoxicity-assays/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-_mts_/
https://worldwide.promega.com/products/cell-health-assays/cell-viability-and-cytotoxicity-assays/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-_mts_/
https://worldwide.promega.com/products/cell-health-assays/cell-viability-and-cytotoxicity-assays/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-_mts_/
https://worldwide.promega.com/products/cell-health-assays/cell-viability-and-cytotoxicity-assays/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-_mts_/
https://worldwide.promega.com/products/cell-health-assays/cell-viability-and-cytotoxicity-assays/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-_mts_/
https://worldwide.promega.com/products/cell-health-assays/cell-viability-and-cytotoxicity-assays/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-_mts_/
https://worldwide.promega.com/products/cell-health-assays/cell-viability-and-cytotoxicity-assays/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-_mts_/
https://worldwide.promega.com/products/cell-health-assays/cell-viability-and-cytotoxicity-assays/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-_mts_/
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Análisis de la extrusión mediada por MRP1. Para determinar el nivel de extrusión 

mediado por MRP1 se utilizó el kit Vybrant Multidrug Resistance Assay Kit (Molecular 

Probes, Oregon USA) haciendo una adecuación al protocolo. Brevemente, se utilizó el 

colorante fluorogénico calceína AM que contiene el kit, y se utilizó el inhibidor MK-571, 

específico de MRP1, en lugar de verapamil, en concentraciones desde 0, 10, 20, 40, 60, 80 

y 100 µM (Santa Cruz Biotechnology). Se hicieron dos grupos experimentales: 1) Células 

sin tratamiento (WT) y células desreguladas para CD73 (pSiren/siRNA-CD73-); y 2) 

Células WT y células tratadas con 1mM de adenosina y 10 µM del antagonista de A2AR 

(ZM241385). Después de cultivarlas durante 48 h con los tratamientos se despegaron y se 

utilizaron 5x105 células por pozo por duplicado para cada concentración, en placas de 96 

pozos de fondo U, se añadieron las distintas concentraciones del inhibidor MK-571 en 50 

µl de medio, y se incubaron a 37 °C durante 15 minutos, a continuación se añadieron 50 µl 

de calceína AM y se incubaron nuevamente a 37 °C durante 15 minutos, seguido de 

centrifugación 5 min a 2,000 rpm y dos lavados con medio de cultivo frio, al final las 

células se resuspendieron en 200 µl  de medio de cultivo frío y se colocaron en una placa 

Cornig oscura de poliestireno no tratada de fondo plano (Cat:3915) para cuantificar la 

fluorescencia en el lector de microplacas multimodo GloMax Explorer con un filtro de 

emisión de 500-550 nm y con el filtro de excitación Azul 475 nm. Posteriormente se 

realizaron los cálculos para determinar el porcentaje de fluorescencia y se utilizó ANOVA 

de una vía para comparar el efecto de los diferentes tratamientos con respecto a las células 

sin tratamiento.   

Análisis estadístico: Los datos numéricos se presentan como el valor promedio ± SEM de 

tres experimentos independientes. Las comparaciones se evaluaron utilizando análisis 

estadístico en GraphPad Prism versión 8 (GraphPad Prism software, USA). Las diferencias 

con p < 0.05 se consideraron significativas.  

 

 

 

https://worldwide.promega.com/products/cell-health-assays/cell-viability-and-cytotoxicity-assays/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-_mts_/
https://worldwide.promega.com/products/cell-health-assays/cell-viability-and-cytotoxicity-assays/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-_mts_/
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RESULTADOS 

Los receptores de adenosina A1AR, A2AR, A2BR Y A3R se expresan en líneas celulares 

de CaCu 

Se analizó mediante citometría de flujo el nivel de expresión de CD73 y de los ARs en las 

células tumorales CaSki y HeLa (Figura 7). La expresión de todos los receptores es 

positiva en ambas líneas celulares. 

 

Figura 7. Expresión de los receptores de adenosina en las células de CaCu. Se muestra la expresión de 

A1R, A2AR, A2BR y A3R en las células CaSki y HeLa (histogramas en color rosa) y la autofluorescencia de 

cada tipo celular (histogramas en color gris). Histogramas representativos de tres experimentos 

independientes. 

A excepción de A2BR la expresión de A1R, A2AR y A3R entre ambas líneas celulares fue 
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heterogénea, encontrándose mayor expresión de A1R y A2AR en CaSki en relación con 

HeLa y de A3R en HeLa respecto a CaSki. 

Con base en estos resultados se confirmó que en ambas líneas celulares de manera basal se 

expresan los 4 ARs, por lo cual se podrá analizar si tiene una relación con la regulación de 

MRP1.   

Ado incrementa la expresión de MRP1 en células de CaCu a través de A2AR. 

Estudios recientes han reportado que la señalización de Ado a través de ARs es capaz de 

regular la expresión de MRP1 en varios tipos tumorales y promover la quimiorresistencia 

(Loi, S, et al., 2013; Quezada, C, et al., 2013; Torres A, et al., 2016; Yan A, et al., 2019).   

Con la finalidad de analizar el efecto de Ado en la expresión de MRP1 en células de CaCu, 

las líneas celulares CaSki y HeLa fueron cultivadas en presencia de diferentes 

concentraciones de Ado (0.001, 0.001, 0.01, 0.1 y 1mM) durante 48h y la expresión de 

MRP1 fue analizada mediante citometría de flujo. En ambas líneas celulares se observó un 

incremento de MRP1 dependiente de la concentración de Ado, encontrándose el mayor 

incremento (30%) a la concentración de 1mM (Figura 8a).  

Posteriormente, para identificar el AR por el cual Ado señaliza para inducir la expresión de 

MRP1, las células CaSki y HeLa fueron cultivadas en presencia de 1mM de Ado y en 

presencia o ausencia de 10µM de cada uno de los siguientes antagonistas específicos de 

cada receptor: DPCPX (A1R), ZM241385 (A2AR), MRS1754 (A2BR) y MRS1523 (A3R). 

De manera interesante, se observó que el bloqueo de A2AR con ZM241385 revirtió de 

manera significativa el incremento en el nivel de expresión de MRP1 inducido por Ado en 

ambas líneas celulares. De hecho, los niveles de MRP1 obtenidos con el bloqueo, fueron 

inferiores a los de la expresión basal de esta proteína (Figura 8b), sugiriendo que la 

señalización de Ado a través de A2AR es importante para mantener la expresión de MRP1 

en estas células tumorales. 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Loi+S&cauthor_id=23776241
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Figura 8. Efecto de Ado y el bloqueo de ARs en la expresión de MRP1 en células de CaCu. a) Las células 

CaSki y HeLa (1x105) fueron cultivadas por 48h con diferentes concentraciones de Ado (0, 0.001, 0.01, 0.1 y 

1mM) y la expresión de MRP1 fue analizada por citometría de flujo.  La intensidad media de fluorescencia de 

MRP1 en las células cultivadas en ausencia de Ado fue normalizado a 1. AF, Autofluorescencia. Histogramas 

representativos de tres experimentos independientes. b) Expresión de MRP1 en las células CaSki y HeLa 

cultivadas en presencia de 1mM de Ado y en presencia (+) o ausencia (-) de 10 μM de los antagonistas 

específicos de los ARs. Datos representativos de 3 experimentos independientes ± SEM. *p<0.05, ANOVA 

de una vía. 
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La inhibición de CD73 disminuye la expresión de MRP1 en células de CaCu.     

La vía CD73-Adenosina en las células tumorales se ha asociado con la promoción de la 

quimiorresistencia a diferentes agentes antineoplásicos (Loi, S, et al., 2013; Quezada, C, et 

al., 2013; Torres A, et al., 2016; Yan A, et al., 2019). Para determinar si CD73 participa en 

la regulación de la expresión de MRP1 en las células de CaCu, nosotros utilizamos células 

CaSki y Hela que previamente fueron inhibidas en la expresión de CD73 utilizando el 

vector pSiren que contiene un siRNA dirigido a CD73 (pS/siRNA-CD73) y que mostraron 

muy baja capacidad para hidrolizar el AMP a Ado (García-Rocha R, et al., 2019).  

 

La expresión de CD73 en las células CaSki-pS/siRNA-CD73 y HeLa-pS/siRNA-CD73 fue 

significativamente menor a la mostrada por las células CaSki y HeLa parentales, CaSki-WT 

y HeLa-WT, o a la mostrada por las células transfectadas solo con el vector pSiren, CaSki-

pS y HeLa-pS, respectivamente. De manera interesante, en las células CaSki-pS/siRNA-

CD73 y HeLa-pS/siRNA-CD73 se observó una disminución significativa en la expresión 

de MRP1 respecto a los controles CaSki-WT y HeLa-WT, y a las células CaSki-pS y HeLa-

pS, respectivamente (Figura 9). Estos resultados sugieren que CD73 es importante para el 

mantenimiento de la expresión de MRP1 en las células tumorales de CaCu. 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Loi+S&cauthor_id=23776241


34 
 

 

Figura 9. Efecto de la inhibición de CD73 en la expresión de MRP1 en células de CaCu. Células CaSki y 

HeLa inhibidas en la expresión de CD73 mediante transfección con el vector pSiren conteniendo un siRNA 

dirigido a CD73 (pS/siRNA-CD73, barras en color rojo) fueron analizadas en la expresión de MRP1 mediante 

citometría de flujo. Las células CaSki y HeLa parentales (WT, barras en color azul) y las células transfectadas 

solo con el vector pSiren (pS, barras en color verde), fueron utilizadas como controles. La intensidad media 

de fluorescencia de MRP1 en las células parentales fue normalizado a 1. Datos representativos de 3 

experimentos independientes ± SEM. * p<0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ANOVA de una vía. 

La inhibición de CD73 o el bloqueo de A2AR disminuye la capacidad extrusiva de las 

células de CaCu a través de MRP1.   

Con la finalidad de conocer si la inhibición de la expresión de CD73 o el bloqueo de A2AR 

afectaba la capacidad extrusiva de las células de CaCu a través de MRP1, las células de 
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CaCu fueron cultivadas en presencia de diferentes concentraciones de MK-571 (0 µM, 10 

µM, 20 µM, 40 µM, 60 µM, 80 µM y 100 µM) el cual es un inhibidor específico de MRP1, 

y en presencia del colorante fluorogénico calceína AM el cual es fluorescente debido a la 

actividad de esterasas en el citoplasma. La inhibición de la actividad de MRP1 en las 

células CaSki-WT y HeLa-WT fue dependiente de la concentración utilizada de MK-571, 

la cual fue revelada por el incremento en el porcentaje intracelular de calceína fluorescente 

(barras en color azul), encontrándose la mayor cantidad de calceína fluorescente 

intracelular a la concentración de 100 µM de MK-571 en ambas líneas celulares (Figura 

10).  

De manera interesante, las células CaSki-pS/siRNA-CD73 presentaron incrementos 

significativos en el porcentaje de calceína fluorescente retenida intracelularmente en 

relación con CaSki-WT cuando se utilizaron concentraciones ≥ 40µM de MK-571 (Figura 

10a, barras en color rojo); mientras que no se observó dicho efecto en las células HeLa-

pS/siRNA-CD73 en relación con HeLa-WT en cualquiera de las concentraciones utilizadas 

de MK-571 (Figura 10b, barras en color rojo).  

Por otro lado, las células CaSki-Ado+ZM241385 y HeLa-Ado+ZM241385 presentaron 

incrementos significativos en el porcentaje de calceína fluorescente retenida 

intracelularmente en relación con CaSki-WT y HeLa-WT a concentraciones ≥ 60µM y ≥ 

20µM de MK-571, respectivamente (Figuras 10b y 10d, barras en color púrpura).  

En conjunto, estos resultados indican que la inhibición de CD73 o el bloqueo de A2AR 

tiene efecto importante en la reducción de la capacidad extrusiva mediada por MRP1 en las 

células de CaCu. 
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Figura 10. La inhibición de CD73 o el bloqueo de A2AR en las células de CaCu disminuye la capacidad 

extrusiva en las células de CaCu a través de MRP1. a) Células CaSki-WT y CaSki-pS-siRNA-CD73; b) 

Células CaSki-WT y    CaSki-Ado+ ZM241385;  c) Células HeLa-WT y HeLa -pS-siRNA-CD73; y  d) Células 

HeLa-WT y HeLa-Ado+ ZM241385,   5x105 de cada una de ellas, fueron cultivadas en presencia de diferentes 

concentraciones (0, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 µM) de  MK-571, inhibidor específico de MRP1,  y en presencia 

del colorante fluorogénico calceína AM como sustrato de MRP1. El contenido intracelular de calceína 

fluorescente en las células CaSki-WT y HeLa-WT en ausencia de MK-571 fue normalizado a 100%. Datos 

representativos de 3 experimentos independientes ± SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 y ****p < 

0.0001, ANOVA de una vía. 

 

La inhibición de CD73 o el bloqueo de A2AR favorecen la quimiosensibilidad al CP de 

las células de CaCu 

La RCP ha sido asociada con un aumento en la expresión de MRP1 en tumores de CaCu 

(Roy, M & Mukherjee S. 2014; Feldman, R., et al., 2015). Tomando en consideración que 

la inhibición de la expresión de CD73 o el bloqueo de A2AR disminuyó significativamente 
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la expresión de MRP1 y la capacidad extrusiva mediada por esta proteína en las células 

CaSki y HeLa, se determinó el efecto de CP en la viabilidad de las células tumorales de 

CaCu bajo estas condiciones. Para ello se cultivaron las células tanto CaSki y HeLa 

inhibidas para CD73 y con ZM241385 para bloquear A2AR en presencia de diferentes 

concentraciones de CP (0, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 µM) durante 24 h.  

Las células CaSki-pS/siRNA-CD73 y HeLa-pS/siRNA-CD73 fueron significativamente 

más quimiosensibles al CP en relación con las células CaSki-WT o HeLa-WT, 

respectivamente (Figura 11a). Con base en las curvas de viabilidad, los valores de IC50 

obtenidos para CaSki-WT, CaSki-pS y CaSki-pS/siRNA-CD73 fueron: 31.87 µM, 30.86 

µM y 19.64 µM, respectivamente; y para HeLa-WT, HeLa-pS y HeLa-pS/siRNA-CD73 

fueron 22.2 µM, 22.34 µM y 16.52 µM, respectivamente (Figura 11d).  

Por otro lado, las células CaSki-Ado y HeLa-Ado presentaron un incremento en los valores 

de IC50 de CP en relación con CaSki-WT y HeLa-WT, respectivamente, confirmando que 

la Ado induce un aumento en la quimiorresistencia, por el contrario, se observó que las 

células CaSki-Ado+ZM241385 y HeLa-Ado+ZM241385 fueron significativamente más 

quimiosensibles al tratamiento con CP en relación con las células CaSki-WT y HeLa-WT, 

respectivamente (Figura 11b).  

Los valores de IC50 obtenidos para CaSki-Ado y CaSki-Ado+ZM241385 fueron 42 µM y 

11.62 µM, respectivamente; y para HeLa-Ado y HeLa-Ado+ZM241385 fueron:  26.26 µM 

y 15.83 µM respectivamente (Figura 11d) lo que indica una sensibilización al CP al 

bloquear A2AR.  

Por otro lado, es importante mencionar que el incremento en la sensibilidad a CP observado 

en las células de CaCu disminuidas en la expresión de CD73 o con bloqueo en A2AR fue 

comparable al obtenido en las células de CaCu tratadas con 100µM de MK-571, un 

inhibidor específico de MRP1 (Gekeler V, et al., 1995)  cuyos valores de IC50 obtenidos 

fueron 14.76 µM en CaSki y 10.77 µM en HeLa (Figura 11d).  

En conjunto, estos resultados sugieren que la expresión de CD73 y la señalización de Ado a 

través de A2AR son importantes para  el mantenimiento de la expresión de MRP1 y la RCP 
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en las células de CaCu, y que la  inhibición de CD73  o bloqueo de A2AR favorece la 

quimiosensibilidad de estas células a CP,  lo cual  podría ser de utilidad para mejorar la 

terapia con CP en pacientes con CaCu avanzado o recurrente. 
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Figura 11. Efecto de CP en la viabilidad de células de CaCu inhibidas en la expresión de   CD73 o con 

bloqueo en A2AR. El efecto de diferentes concentraciones de CP (0, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 µM) fue 

evaluado mediante ensayos de la viabilidad en las siguientes condiciones: a) células CaSki y HeLa parentales 

(WT), transfectadas con el vector pSiren (pSiren), o transfectadas con el vector pSiren conteniendo un siRNA 
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dirigido a CD73 (pS/siRNA-CD73); b) células CaSki y HeLa parentales (WT), tratadas con 1mM de Ado 

(Ado), o tratadas con Ado en presencia de 10µM del antagonista de A2AR (Ado+ZM241385); c) células 

CaSki y HeLa parentales (WT) o células CaSki y HeLa tratadas con 100 µM de MK-571; d) análisis de 

ANOVA de una vía donde se compara el IC50 cada una de las condiciones con el control (WT), datos 

representativos de 3 experimentos independientes ± SEM. *p < 0.05, ***p < 0.001 y ****p < 0.0001; e) 

valores de IC50 de CP para cada condición con el intervalo de confianza (R2). Los IC50 se calcularon usando la 

versión 8 de GraphPad Prism empleando los valores de OD de cada condición y las concentraciones de CP 

[μM] transformados a logaritmo y normalizados de tres experimentos independientes.  

 

DISCUSIÓN 

 

El objetivo farmacológico de los agentes quimioterapéuticos contra células cancerosas es 

administrar la suficiente cantidad de fármaco para inducir apoptosis de las células malignas 

(Yuan T, et al., 2021). Sin embargo, la reducción en la acumulación del fármaco, debido a 

la presencia de transportadores ABC pueden estar involucrados en un aumento en el eflujo 

de estos agentes, disminuyendo así su eficacia y contribuyendo al desarrollo de MDR 

(Munoz M, et al., 2007). 

 

Entre estos transportadores, la proteína MRP1 es responsable de la extrusión de un amplio 

espectro de sustratos a través de la membrana plasmática, incluyendo antineoplásicos como 

doxorrubicina, vincristina, paclitaxel, irinotecán, metotrexato y CP (Poku VO, Hiram SH, 

2022). Por esta razón, el objetivo de identificar moduladores de MRP1 es de gran interés 

para la investigación oncológica y de gran valor clínico en el tratamiento de la MDR.   

 

En este contexto, una gran variedad de moduladores de MRP1, los cuales incluyen 

derivados de fitoquímicos, terapia basada en miRNAs e inhibidores de la tirosina quinasa 

(TKI), han tenido efectos significativos en la regulación de la actividad de este 

transportador, sin embargo, uno de los desafíos encontrados en los ensayos clínicos ha sido 

su baja eficacia y seguridad cuando se aplica en modelos in vivo (Poku VO, Hiram SH, 

2022).  
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Por otro lado, estudios recientes han reportado que la generación de Ado, a través de la 

actividad biológica de CD73, participa de manera importante en el desarrollo de la 

quimiorresistencia a vincristina en células tumorales de glioblastoma debido al incremento 

en la expresión  MRP1 (Loi S, et al., 2013; Quezada C, et al., 2013; Torres A, et al., 2016; 

Yan A, et al., 2020).  

 

En el presente estudio encontramos que Ado modula positivamente la expresión de MRP1 

en células tumorales de CaCu de manera dependiente de la concentración, lo que implica 

que las altas concentraciones de Ado (>50µM) en el microambiente tumoral producidas por 

la hidrólisis de los nucleótidos de adenina a través de las ectonucleotidasas CD39 y CD73, 

lo cual es característico de los tumores ginecológicos (Bahreyni A, et al., 2018) contribuyen 

a mantener niveles altos de MRP1 en las células tumorales de CaCu, lo cual podría 

contribuir al desarrollo de RCP en las pacientes. 

 

En un estudio previo observamos que la inhibición en la expresión de CD73 en células de 

CaCu redujo la capacidad de estas células para generar Ado a partir de la hidrólisis de AMP 

(García-Rocha R, et al., 2019). De manera interesante, en el presente estudio observamos 

que en las células con inhibición de la expresión de CD/#, CaSki-pS/siRNA-CD73 y HeLa-

pS/siRNA-CD73, se disminuye significativamente la expresión de MRP1, probablemente 

debido a la disminución de la producción de Ado, disminuyendo su actividad de 

señalización a través de los ARs.  

 

En concordancia con lo anterior, observamos que la señalización de Ado a través de A2AR 

puede ser importante en el mantenimiento de la expresión de MRP1 en las células 

tumorales CaSki y HeLa, debido a que el bloqueo de A2AR con el antagonista específico 

ZM241385, fue capaz de revertir el incremento en el nivel de expresión de MRP1 inducido 

por Ado en ambas líneas celulares.  

 

En conjunto estos resultados nos sugieren que la actividad de CD73 y la señalización a 

través de A2AR pueden ser claves en la inducción de MRP1 en CaCu. Resultados similares 

se han observado en células similares a troncales de glioblastoma humano, en las que la 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Loi+S&cauthor_id=23776241
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interacción de Ado con A3R favorece el aumento en la expresión de MRP1 a través de la 

vía de señalización PI3K/Akt (Torres A, et al., 2016). En células de carcinoma 

hepatocelular (HCC), la señalización de Ado con A2AR indujo activación de Rap1 y el 

reclutamiento de P110β en la membrana plasmática para promover la producción de PIP3 y 

la fosforilación de Akt (Ma XL, et al., 2019), lo cual nos proporciona un indicio sobre la 

vía de señalización que podría estar activando la Ado a través de A2AR, para inducir el 

aumento en la expresión de MRP1.  

 

Por otra parte, el transportador MRP1 se ha encontrado expresado en líneas celulares de 

CaCu (Roy, M & Mukherjee, S) y aproximadamente en 85% de los tumores de CaCu, en 

donde el tratamiento de CaCu avanzado o recurrente con CP se ha asociado con bajas tasas 

de respuesta (10- 20%) y de remisión completa (8-12%) (Leath, CA, et al., 2014). Por 

tanto, la disminución en la expresión de MRP1 en los tumores de estas pacientes sería de 

gran utilidad para favorecer la quimiosensibilidad a CP. En el presente trabajo observamos 

la inhibición en la expresión de CD73 o el bloqueo de A2AR en células de CaCu disminuye 

de manera significativa la expresión de MRP1 y su capacidad extrusiva.  

 

Con respecto a la actividad de extrusión de MRP1, cuando las células con inhibición en la 

expresión de CD73 o bloqueadas en A2AR fueron tratadas con MK-57, inhibidor 

específico de MRP, se observó una mayor retención de calceína en comparación con las 

células no tratadas, es decir, que al aumentar la concentración intracelular del fármaco, 

estaríamos hablando de una quimiosensibilización, este efecto se observa principalmente en 

la línea celular CaSki. Resultados similares, se ha observado en células de glioblastoma 

multiforme, en donde la disminución de la expresión de CD73, a través del empleo de 

siRNAs, ha sido efectiva para revertir la quimiorresistencia a vincristina (Torres A, et al., 

2016; Yan A, et al., 2019).  

 

Para probar si la modulación de MRP1 observada en las células CaSki y HeLa mediante la 

inhibición de la expresión de CD73 o con bloqueo de A2AR es capaz de sensibilizar a estas 

células al tratamiento con CP, se observó que efectivamente, requieren menores 

concentraciones de CP con respecto a las células tumorales parentales. Por tanto, si la 
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modulación de MRP1 a través de la inhibición de CD73 o el bloqueo de la señalización de 

Ado a través de A2AR ocurre en otras líneas celulares de CaCu, esta estrategia podría ser 

de utilidad para revertir la RCP en pacientes con CaCu, aunque con los resultados 

obtenidos podemos sugerir que el efecto es independiente al tipo de VPH, ya que el efecto 

se observa tanto en células CaSki (VPH-16+) y HeLa (VPH-18+). 

 

Con respecto a A2AR se sabe que es un receptor de alta afinidad para adenosina (Muller-

Haegele S, et al., 2014; Olah ME, & Stiles GL., 1995), y además es ampliamente 

distribuido en la superficie de la mayoría de las células inmunitarias (Young A, et al., 2018; 

Halpin-Veszeleiova K, et al., 2020; Ohta A & Sitkovsky M, 2009).  

 

Se observó a través de un análisis bioinformático, empleando datos del Cancer Genome 

Atlas (TCGA), que en 32 tipos de cáncer, la sobreexpresión de A2AR en los tumores de 

pacientes se asocia con un peor pronóstico en comparación con aquellos que presentaron 

baja expresión de A2AR, lo que sugiere que la señalización de Ado sobre A2AR puede 

tener un papel importante en  la progresión tumoral (Sun, C, et al.,  2022). De hecho, la 

quimiorresistencia asociada con la señalización de Ado sobre A2AR ha sido reportada en 

células de cáncer de mama triple negativo, debido a que el tratamiento de las células 

tumorales con antagonistas específicos para A2AR mejoró el efecto de doxorrubicina para 

inducir apoptosis en las células tumorales (Armand P, et al., 2013).  

 

Por otro lado, también se ha observado que la expresión de A2AR en las células efectoras 

del sistema inmune  juega un papel importante en la respuesta a la quimioterapia, en un 

estudio se observó que pacientes con cáncer de mama triple negativo con baja expresión de 

A2AR en las células T CD8+ mostraron una mejor respuesta al tratamiento neoadyuvante 

con 5FU, doxorrubicina y ciclofosmamida en comparación con pacientes cuyos linfocitos T 

CD8+ mostraron mayor expresión de A2AR (Ruiz-Rodríguez , V. et al., 2021).  

 

De manera interesante, en estudios previos de nuestro grupo de investigación, se observó 

que el bloqueo de A2AR en células de CaCu, redujo su capacidad para producir las 

citocinas inmunosupresoras IL-10 y TGF-β (García-Rocha R, et al. 2019). Estos resultados 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sun%20C%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ruiz-Rodr%C3%ADguez+VM&cauthor_id=33364951
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en conjunto sugieren que la inhibición farmacológica de A2AR podría por un lado,  mejorar 

la respuesta inmune antitumoral al evitar la supresión inmune, y por otro lado, sensibilizar a 

las células tumorales para hacer más eficiente la quimioterapia, lo que ha llevado a 

proponer que la intervención de la señalización de Ado a través de A2AR sea una 

alternativa en la terapia contra el cáncer  (Sun C, et al., 2022).  

 

Actualmente, varios agentes específicos para atenuar las actividades de A2AR y CD73 

están siendo evaluados en las terapias contra el cáncer en múltiples ensayos clínicos. Estos 

ensayos pretenden evaluar la seguridad asociada ya sea a través de la inhibición de  CD73 

(Siu LL, et al., 2018; Luke J, et al., 2019)  o mediante el bloqueo de  la señalización de Ado 

a través  de  A2AR (Chiappori A, et al., 2018, Buisseret L, et al., 2021;  Fong L, et al., 

2020) para revertir los efectos supresores de Ado sobre la inmunidad antitumoral al ser 

utilizados como monoterapia o junto con  inhibidores de puntos de control inmune o 

agentes antineoplásicos (Powderly J, et al., 2019).  

 

En este contexto, algunos ensayos clínicos preliminares que incluyeron el uso del 

anticuerpo anti-CD73, BMS-986179, (Siu LL, et al., 2018) y CPI-006 (Luke J, et al., 2019) 

y algunos antagonistas de A2AR,  NIR178 (PBF-509) (Chiappori A, et al., 2018), 

inupadenant (EOS-850) (Buisseret L, et al., 2021) y Ciforadenant (CPI-444) (Fong L, et al., 

2020; Harshman LC, et al., 2020), así como el antagonista dual A2AR/A2BR, AB928, 

(Seitz L, et al., 2019; Powderly J, et al., 2019), han sido bien tolerados por los pacientes en 

las pruebas clínicas y han mostrado tener efectos alentadores en el tratamiento del cáncer. 

En otro ensayo clínico en donde se incluyeron 68 pacientes con cáncer de próstata que 

recibieron el antagonista de A2A ciforadenant (CPI-444) o ciforadenant (CPI-444) más 

terapia con atezolizumab (anti PD-L1) se observó actividad antitumoral principalmente con 

el tratamiento combinado (Harshman LC, et al., 2020).   

 

Estas experiencias clínicas indican que los antagonistas de A2AR son bien tolerados en 

pacientes con cáncer avanzado, aunque aún se realizan más estudios para determinar su 

eficacia. Asimismo, será importante conocer si estas estrategias también tienen efecto en la 

disminución de la expresión de los transportadores participantes en la extrusión de los 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sun%20C%5BAuthor%5D
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agentes antineoplásicos en las células tumorales con el objetivo de mejorar los tratamientos 

del cáncer a base de quimioterapia.    

 

CONCLUSIÓN  

 

Este estudio proporciona la primera evidencia que demuestra que la inhibición de CD73 o 

el bloqueo de la señalización de Ado a través de A2AR modula negativamente la expresión 

de MRP1 en células CaCu, aumentando la acumulación intracelular del cisplatino, lo que 

favorece su sensibilidad al tratamiento con CP (Figura 12). Este descubrimiento puede 

tener importancia clínica como blanco terapéutico para revertir la RCP en pacientes con 

CaCu avanzado o recurrente.  

 

 

Figura 12. Resumen gráfico. La disminución en la expresión de CD73 y el bloqueo de A2AR induce una 

disminución en la expresión de la bomba de extrusión MRP1, lo cual tiene como efecto la disminución en la 

concentración intracelular de cisplatino, lo cual favorece la respuesta al tratamiento con CP. 

 

 

PERSPECTIVAS  

 

El desarrollo de MDR es una de las principales causas de falla en la quimioterapia del 

cáncer. Para contrarrestar este fenómeno, actualmente se desarrollan enfoques integrales 

evaluando las propiedades físicas de cada tipo tumoral (carga tumoral, tasa de crecimiento 
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y localización) y haciendo estudios moleculares (mutaciones, sobre expresión de genes, 

miRNAs etc.) para establecer bases de datos que permitan diseñar tratamientos 

personalizados y adaptables, los cuales en la mayoría de los casos implican un alto costo 

(Boehm J.S, et al., 2021). En este sentido, una de las perspectivas actuales es buscar 

fármacos nuevos, o el reposicionamiento de algunos ya conocidos, de menores costos, que 

se aplican para algunos síntomas, con el fin de revertir la MDR.  Con base en los resultados 

de este estudio, sería interesante evaluar algunos fármacos que tengan efecto en la 

regulación de la expresión de CD73 y/o A2AR. 
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 SUPPLEMENTARY FIGURE 1. Structure of CaSki cell tumorspheres. Tumorspheres 

formed by CaSki cells in ultralow adherence cultures for 21 days were fixed and processed 

for microscopic analysis. a) The structure of a tumorsphere stained with H-E and observed 

under an optical microscope at 40× magnification. Cross section of a tumorsphere observed 

using a transmission electron microscope at 2,000× (b), 30,000× (c), and 50,000× (d). Focal 

intercellular adhesions are indicated with asterisks (*). 
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SUPPLEMENTARY FIGURE 2. Characteristics of CaSki cells inhibited in CD73   when 

cultured as tumorspheres. a) Microphotographs (40× magnification) of CaSki cells 

transfected with pSIREN vector and pSIREN containing an siRNA targeting CD73 cultured 

as tumorspheres, CaSki-pS-T, and CaSki-pS/siRNA-CD73-T. b) Percentage of sphere 

formation efficiency (SFE) of the cells derived from CaSki-pS-T and CaSki-pS/siRNA-

CD73-T cells. c) TGF-1 contents in the supernatants of CaSki-pS-T and CaSki-pS/siRNA-

CD73-T cells. Representative data from 3 independent experiments ± SEM. * Significant 

difference at p < 0.001. 
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SUPPLEMENTARY FIGURE 3. CaSki cells with CD73 inhibition modify the 

expression levels of proteins related to the EMT state. The expression levels of E-cadherin, 

vimentin, Snail, and Twist in CaSki-T, CaSki-pS-T, and CaSki-pS/siRNA-CD73-T cells are 

shown. AF, autofluorescence. 2° Ab, cells stained with secondary antibody. 

 


