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RESUMEN

La enzima adenosina desaminasa (ADA) desempefia un papel fundamental en el metabolismo de las
purinas y tiene una mayor actividad en los tejidos cancerosos, lo que otorga ventajas a las células
tumorales para sobrevivir al protegerlas de las altas concentraciones de adenosina (Ado) en el
microambiente tumoral. La Ado, generada a partir de la hidrolisis de AMP por la ectoenzima CD73, se
asocia con la progresion tumoral al promover un microambiente inmunotolerante regulando la
proliferacion y apoptosis de las células inmunes y la metéstasis en las células tumorales. En el presente
estudio se analiz0 la expresion de adenosina deaminasa (ADA) en tres lineas celulares de cancer
cervicouterino (CaCu) C33A, CaSki y HeLay se evalud el efecto de la pentostatina como inhibidor de la
actividad enzimatica de ADA y su efecto sobre la viabilidad celular. En los resultados se observé una
inhibicién de la actividad enzimatica de ADA en las células tratadas con pentostatina, de manera dosis
dependiente, y la viabilidad celular disminuyd en las lineas celulares C33A y CaSki. Con base en los
resultados obtenidos se puede concluir que la pentostatina es un inhibidor de la actividad enzimatica de
ADA vy tiene efectos significativos en la disminucion de la viabilidad celular. Por ultimo, cabe resaltar
que la pentostatina en el contexto del cancer cervical, puede tener un potencial uso terapéutico, sin
embargo, aun existe la necesidad de investigaciones adicionales para comprender mejor sus efectos y

mecanismos de accion.



INTRODUCCION

El cancer cervicouterino (CaCu) es la cuarta causa de muerte por cancer en mujeres en todo el mundo,
representando mas de 300,000 muertes por afio, de las cuales mas del 80% ocurren en paises en vias de
desarrollo (Bray F, et. al., 2018) y de acuerdo con los ultimos informes del International Agency for
Research on Cancer (IARC) es la segunda causa de muerte en México (IARC, 2022). En la actualidad se
sabe que la infeccidn persistente por el virus del papiloma humano (HPV) de alto riesgo (-AR) es el
principal factor etiolégico para desarrollar CaCu (Doorbar J, 2019). En este sentido, se sabe que el sistema
inmune es capaz de eliminar al HPV-AR en aproximadamente 1 o 2 afios después de la infeccion
(Woodman C, et. al., 2007), de lo contrario el HPV-AR puede generar cambios displasicos, los cuales
pueden retroceder espontaneamente o persistir y progresar a cancer invasivo (Moscicki A, et. al., 2004).
En la actualidad se sabe que hay muchas vias de sefializacion que participan para la expansion del cancer
(Soleimani, et. al., 2019), asi como la presencia de mecanismos intrinsecos de las células tumorales que
pueden jugar un papel importante en la fisiopatologia de esta enfermedad (Kobayashi A, et. al., 2008).
Recientemente se ha demostrado que la via adenosinérgica juega un papel importante en la patogénesis
del cancer ginecologico (Bahreyni A, et. al., 2018), en esta via, los nucleétidos ATP/ADP/AMP que se
encuentran en el microambiente tumoral (por sus siglas en inglés - TME), son hidrolizados conjuntamente
para generar adenosina (Ado) (Vaupel P, et. al., 2016). Por otra parte, se sabe que los niveles de Ado son
regulados de manera importante por la actividad de la enzima adenosina desaminasa (ADA), la cual puede
otorgar una ventaja selectiva a las células cancerosas para su sobrevivencia. Por tanto, la busqueda de
farmacos que regulen la expresion y/o actividad de ADA puede ser de utilidad terapéutica en esta

enfermedad.

3. MARCO TEORICO.

3.1. Cancer.

El cuerpo humano esta conformado por una gran cantidad de células que, a su vez, forman tejidos y
organos, cada una de estas celulas dependen de mecanismos de control o regulaciéon que son originados
en su mayoria en el nucleo celular, siendo resultado de la actividad de los genes (Rojas-Espinosa, 2017).
Normalmente, las células siguen un camino donde se dividen para formar células nuevas cuando el cuerpo
las necesita y, cuando las células sufren algin dafio o bien envejecen, éstas mueren y son reemplazadas

por células nuevas (National Cancer Institute, 2021), sin embargo, cuando estos mecanismos fallan, se



producen alteraciones en la expresion génica, que pueden contribuir al desarrollo del cancer, y que
conducen a las células a dividirse y multiplicarse sin control, diseminandose a otras partes del cuerpo
invadiendo tejidos en un proceso llamado metastasis (Rojas-Espinosa, 2017; De Vita, et. al., 2020;

National Cancer Institute, 2021).

Con respecto a estas células con alteraciones genéticas que desencadenan y conforman el cancer, se sabe
que existen caracteristicas propias de éstas células tumorales conocidas como los “hallmarks™ del cancer
(Figura 1), estas caracteristicas se han estado estudiado durante afios describiendo lo siguiente: evasion
de los supresores de crecimiento, evasion de la destruccion inmune, capacidad proliferativa ilimitada,
inflamacion promovida por el tumor, activacion de la evasion y metastasis, induccion de la angiogénesis,
inestabilidad gendmica y mutacion, resistencia a la muerte celular, desregulacion energética,
reprogramacion epigenética no mutacional, microbiomas polimaficos, células senescentes y, el bloqueo

de la plasticidad fenotipica (Hannahan, 2022).
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Figura 1. “Hallmarks” del cancer. Caracteristicas que adquieren las células tumorales durante el desarrollo tumoral:

evasion de los supresores de crecimiento, evasion de la destruccién inmune, capacidad proliferativa ilimitada, inflamacion



promovida por el tumor, activacion de la evasidén y metastasis, induccion de la angiogénesis, inestabilidad genémica y
mutacion, resistencia a la muerte celular, desregulacion energética, y las cuatro caracteristicas recientemente agregadas:
reprogramacion epigenética no mutacional, microbiomas polimorficos, células sensecentes y, el bloqueo de la pasticidad

fenotipica (Hanahan, 2022).

3.2. Incidencia y mortalidad.

Actualmente, el cancer es considerado una de las principales causas de muerte en todo el mundo, siendo
la primera o segunda causa principal de muerte antes de los 70 afios de edad en 112 paises y la tercera o

cuarta causa de muerte en 23 paises (Sung, et. al., 2021).

En cuanto a la incidencia del cancer en ambos sexos, el cancer de mama ocupa el primer lugar con el
11.7% del total de los casos, seguido por el cancer de pulmon (11.4%), cancer colorrectal (10%), cancer
de prostata (7.3%), cancer de estomago (5.6%), cancer de higado (4.7%), y cancer cérvico-uterino (3.1%)
(Sung, et. al., 2021; Cancer Today, 2023).

3.3. El cancer cervico-uterino (CaCu).

El CaCu es un tipo de cancer que se produce en las células que se encuentran en el cuello uterino (Mayo
Clinic, 2023) y se reporta que la mayoria de los casos nuevos (85%) y muertes (90%) ocurren en paises
con ingresos bajos y medios (Bhatla et.al., 2021) como lo es México. En la actualidad el CaCu es uno de
los problemas de salud publica mas preocupantes en las mujeres mexicanas, representando el segundo
lugar en neoplasia femenina mas frecuente, con una incidencia del 9.3% y 9.9% de mortalidad (Figura 2)
(Jemal et. al., 2021; Cancer Today, 2022).

Dentro de los factores de riesgo que contribuyen al desarrollo del CaCu se encuentran las infecciones de
transmision sexual (ITS), principalmente el HPV (Lakkis et.al., 2022; Mayo Clinic, 2023) que, en la
actualidad se considera que existe una relacion etioldgica entre la infeccion prolongada y persistente de
éste virus con el desarrollo de este cancer (Bhatla et.al., 2021) y en México, mas del 99% de pacientes
con CaCu presentan infeccion por alguno de los tipos de HPV-AR (Bhatla et.al., 2021; Lakkis et.al.,
2022).

Los datos epidemioldgicos actuales sobre los tipos de HPV asi como la evaluacion del impacto que ha

tenido la vacunacion en contra del HPV en nuestra poblacion, nos pueden brindar las herramientas



necesarias para la futura prevencion del cancer (Salcedo-Vargas, et. al., 2014). Sin embargo, para aquellas
pacientes que desarrollan CaCu, el tratamiento tradicional que incluye quimioterapia sistémica (altamente
toxica con eventos adversos serios), cirugia y radioterapia, ofrece opciones limitadas para lograr una
sobrevida libre de la enfermedad (Vultaggio-Poma, et. al., 2020; Sanchez-Mercader, et. al., 2021). Por lo
tanto, se estan investigando nuevos blancos terapéuticos (Soleimani, et. al., 2019) para combatir este
padecimiento (Vultaggio-Poma, et. al., 2020), entre las cuales se encuentran las moléculas participantes

en la via adenosinérgica.
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Total: 101, 703

Figura 2. Incidencia de cancer en México. Nimero de casos estimados de cancer en mujeres de todas las edades en México
durante el 2022 (Cancer Today, 2022).

3.4. Viaadenosinérgica.

La via adenosinergica es una via de sefializacion que desempefia un papel de sistema de comunicacion
entre célula-célula (comunicacion extracelular), en donde los nucleétidos extracelulares participan como

mensajeros (Giuliani, et. al., 2019). Es considerada como una de las vias con mayor relevancia dentro del



cuerpo humano ya que es selectiva y flexible debido a que los efectos bioldgicos que tiene dependen del
tipo y cantidad de nucleotidos liberados, su modificacion por las ectonucleotidasas y su recaptacion celular
(Giuliani, et. al., 2019). Las respuestas fisioldgicas en las que participa incluyen: la neurotransmision,
neuromodulacién, interacciones glial-neurdn, secrecién hormonal, transmisién sensorial, funciones
especializadas de diferentes 6rganos como el higado, rifién, plaquetas, aparato cardiovascular, sistema
inmunoldgico y sistema musculoesquelético, ademas de participar en respuestas patolégicas que incluyen:
transtornos del sistema nervioso central como el dolor neuropatico, trauma, isquemia cerebral, esclerosis
multiple, Parkinson y Alzheimer, alteraciones patoldgicas en el higado, enfermedades cardiovasculares,

infecciones, inflamacidn, dolor y cancer (Giuliani, et. al., 2019).

Los elementos de esta via, pueden actuar como mensajeros extracelulares ya que tienen una rapida
difusion a traves de los espacios intercelulares ricos en liquidos, y un apagado rapido de la sefial para
evitar la sobreestimulacion o la desensibilizacion del receptor. Estos se encuentran en concentraciones
muy bajas en el espacio extracelular en condiciones fisiologicas normales (nmol/l) y son hidrolizados

rdpidamente por nucleotidasas extracelulares que se encuentran en todo el cuerpo (Giuliani, et. al., 2019).

En la via adenosinérgica, participan las ectonucleotidasas CD39 (ENTPD1, difosfohidrolasa trifosfato
ectonucledsido-1, EC 3.6.1.5) y CD73 (5'- ectonucleotidasa, CE 3.1.3.5), CD39 hidroliza a los nucleétidos
ATP (molécula considerada como fuente de energia para las células y molécula de sefalizacion
extracelular) (Vultaggio-Poma, et. al., 2020; Alvarez, et. al., 2022) y ADP, que son liberados por una
variedad de tipos de células en respuesta a sefiales de estrés o dafio, producidas en infecciones o lesiones,
asi como de hipoxia e inflamacién que se producen comunmente durante el desarrollo de un tumor
maligno, para generar el AMP; y CD73 genera Ado, a partir de la hidrolisis de AMP (Resta, et. al., 1998;
Robson, et. al., 2005, 2006; Vultaggio-Poma, et. al., 2020). Posteriormente, esta Ado puede desaminarse
mediante la enzima ADA, convirtiendola en inosina (Ino) (Vultaggio-Poma, et. al., 2020), o bien, puede
entrar en una reserva de nucleétidos de purina a través de la actividad de la adenosina cinasa (AK, por sus
siglas en ingles: adenosine kinase) catalizando la formacion de AMP (Antonioli, et. al., 2014) controlando
de esta manera los niveles intracelulares de la Ado. (Allard B, et. al., 2016). Mientras que la enzima purina
nucleosido fosforilasa (PNP, por sus siglas en ingles: purine nucleoside phosphorylase) metaboliza la Ino
a hipoxantina (HYP por sus siglas en ingles hypoxanthine) de manera extracelular (Giuliani et. al., 2017;
Boison et. al., 2019) (Figura 3).
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Figura 3. Via adenosinérgica. La molécula de ATP es hidrolizada por la ectonucleotidasa CD39 a ADP y a AMP,
después, AMP es hidrolizado por la ectonucleotidasa CD73 a ADO; la ADO es desaminada por ADA a Ino y ésta es
metabolizada a HYP por PNP (Resta, et. al., 1998; Robson, et. al., 2005; Robson, et. al., 2006; Antonioli, et. al.,
2014; Allard B, et. al., 2016; Giuliani et. al., 2017; Boison, et.al., 2019; Giuliani, et. al., 2019; Vultaggio-Poma, et.
al., 2020; Alvarez, et. al., 2022).

3.5. Mecanismos de liberacion de los nucle6tidos extracelulares.

Los nucledtidos utilizados en la via adenosinérgica pueden ser liberados por las células a través de
diferentes mecanismos: mecanismos especificos y mecanismos no especificos.

e Mecanismos especificos:
Estos mecanismos desempefian un papel importante en la modulacion de la inflamacion y la inmunidad.
Los nucle6tidos son liberados mediante la exocitosis vesicular (exocitosis regulada), microvesiculas y
diferentes tipos de canales y transportadores [transportador de nucleétidos vesicular, (VNUT)] (Figura 4)
(Giuliani, et. al., 2019).

e Mecanismos no especificos:
En este caso, la liberacion de los nucleotidos es resultado de condiciones de estrés celular e induccion a
la muerte celular (después de una deformacién mecénica, exposicion a agentes citotoxicos, hipoxia, dafio
en la membrana plasmatica). Los nucleotidos se liberan de forma no regulada como en la inflamacion
donde existe una interrupcion de la membrana celular que conduce a la liberacion no especifica de grandes
cantidades de nucleotidos debido al gradiente de nucleotidos intracelular/extracelular (Giuliani, et. al.,
2019).



O)QP\'\OS H*

glycolysis V-ATPase i\ ADP*P,  atp
— ATP
l . / p /ﬁ/ VNUT
b A caz 1" SNARE
IJ % complex
up V ™) ADP+P,
Connexin P2X7 ‘ ( Vescicular
hemichannel receptor F1FO exocytosis
ABC CALHM1 Connexin ATP synthase
Microvesicles fransporter hemichannel

Figura 4. Vias para la liberacién regulada de nucleétidos. EI ATP generado dentro de la célula por glucélisis y
fosforilacion oxidativa se puede liberar a través de exocitosis vesicular, microvesiculas derivadas de la membrana plasmatica,
canales de connexina o pannexina, transportadores especificos de casete de union a ATP (ABC), canales moduladores de
homedstasis de calcio (CALHM) o el P2X7R. EI ATP se acumula en vesiculas secretoras gracias a la accién de la V-ATPasa
que genera un gradiente de protones a través de la membrana de la vesicula, y el transportador de nucledtidos vesiculares
(VNUT) que explota el gradiente electroquimico para transportar ATP a las vesiculas. Después, la exocitosis se produce a
través del complejo canonico del receptor de fijacion del factor sensible a la N-etilmaleimida (SNARE) activado por Ca?*.

También se ha sugerido que una membrana plasmatica F1LFO ATP sintasa contribuya al aumento del ATP en el espacio

pericelular (Giuliani, et. al., 2019).

3.6. Via adenosinérgica en el cancer y en el cancer cérvico-uterino (CaCu).

El microambiente tumoral (TME) es dindmico, consiste en diversos tipos de células (cancerosas,
estromales, inmunitarias infiltrantes, etc.), citocinas, vasos sanguineos, metabolitos derivados del tumor,
entre otros elementos. El sistema inmune desempefia un papel importante y clave en todas las etapas,
desde el inicio del tumor, su progresion, su invasion y la metastasis (Soleimani, et. al., 2019). En cuanto
a la via adenosinérgica se sabe que el CD73 se encuentra sobreexpresado y en varios estudios se ha
observado que tiene funciones no enzimaticas que facilitan la angiogénesis y la metéstasis y ademas se ha
relacionado con un aumento en la quimioresistencia (Soleimani, et. al., 2019) ; asi como enzimaticas,
aumentando la concentracion de la Ado desde 1 M hasta 10 uM en el ambiente extracelular (Soleimani,
et. al., 2019; Alvarez, et. al., 2022).



De manera reciente se han descrito diversos mecanismos por los cuales se puede favorecer el
enriquecimiento de Ado en el TME; Vultaggio et. al., sugieren que las ATPasas solubles o asociadas a
microvesiculas se acumulan en el TME, donde cooperan con las ectonucleotidasas de la membrana
plasmaética en la degradacién del ATP hacia Ado (Vultaggio-Poma, et. al., 2020). Por otro lado, nuestro
grupo de investigacion demostré que las células de CaCu expresan CD73 y como consecuencia tienen una
alta capacidad para generar Ado, y a su vez, la Ado promueve la produccion de TGF-B1 que mantiene la
expresion de CD73 (Garcia-Rocha, et. al., 2019; Garcia-Rocha, et. al., 2022)

Por otra parte, se ha descrito que la Ado puede interactuar con diferentes receptores, en total se han
identificado cuatro receptores de tipo P1 (PIR): ALR, A2AR, A2BR y A3R (Kazemi, et al., 2018;
Vultaggio-Poma, et. al., 2020) que estan acoplados a la proteina G (Antonioli, et. al., 2013; Alvarez, et.
al., 2022) y quince de tipo P2 (Giuliani, et. al., 2019). En este sentido varios estudios apoyan el papel de
los receptores adenosinérgicos en la modulacion del crecimiento tumoral (Di Virgilio, et. al., 2018;
Sharma, et. al., 2021). En los humanos, los A1IR, A2AR y A3R muestran alta afinidad por la Ado mientras
que A2BR tiene una baja afinidad (Bagheri, et.al., 2019), sin embargo, se ha relacionado a este ultimo
como el principal receptor de la Ado en el cancer ya que éste se encuentra expresado por las células del
sistema inmune (células dendriticas, macréfagos, células T y B) y su estimulacion incita la diferenciacion
de los macréfagos M2, contrarresta la sefializacion de los linfocitos T al aumentar la concentracion de
AMP intracelular y promover la actividad de la proteina quinasa A (PKA) que disminuye la proliferacion
de las células T e inhibe la produccién de citocinas inflamatorias (Antonioli, et. al., 2014; Vultaggio-
Poma, et. al., 2020). Ademas cuando la Ado se encuentra en altas concentraciones (>50 uM) potencia el
desarrollo tumoral mediante la proliferacion celular y la angiogénesis, ademas de inhibir la sintesis de
citocinas proinflamatorias, favorece a la metastasis y el aumento en la expresién metaloproteinasas
presentes en la matriz extracelular asi como favorecer la transicion epitelio mesénquima (Soleimani, et.
al., 2019).

De manera contrastante, también se ha descrito que la Ado puede tener una sefializacion no candnica
independiente de AR. Aunque los mecanismos no estan bien definidos, se propone que la Ado interactia
con la AK (Boison, 2013), la AK activada por AMP (AMPK) (da Silva, et. al., 2006) y la s-
adenosilhomocisteina hidrolasa en la cara interna de las células (Mato, et. al., 2008), en donde la Ado

convertida en AMP por la AK regula a la alza la expresion de p53, para inducir la apoptosis independiente



de caspasas (Yang D, et. al., 2010). Por otro lado se ha sugerido que la Ado induce la apoptosis
incrementando la sintesis de la proteina pro apoptética Bax, ademas de activar caspasa-3 (Shirali, et. al.,
2013), ademas se ha descrito que el AMP puede fosforilar a Bel-X. causando la disrrupcién del potencial
de membrana mitocondrial, resultando en la liberacion de DIABLO (Yang, et. al., 2011) y el citocromo ¢
que puede combinarse con Apaf-1, procaspasa 9 y ATP para formar el apoptosoma e iniciar la cascada
apoptdtica (Yang, et. al., 1998). Ademas, la Ado induce el arresto del ciclo celular e induce la apoptosis
mediante la estimulacion de la ciclina D1/Cdk4 (Shirali S, et. al., 2013).

Por otra parte, la ADA es una enzima crucial en el metabolismo de las purinas con maltiples funciones
dentro de las cuales se encuentra la modulacion alostérica, molécula coestimuladora y la comunicacion
célula-célula (Bagheri, et. al., 2019). La actividad de ADA aumenta en los tejidos cancerosos como un
mecanismo compensatorio contra la acumulacion toxica de la Ado (Donorio J, et. al., 1978) otorgando
una ventaja selectiva a las células cancerosas para su sobrevivencia (Monroy-Mora, et. al., 2022). Existen
tres isoformas de esta enzima: ADAL, la cual es una proteina monomeérica con 40 kDa y que se encuentra
presente en todas las células, se sabe que hasta la fecha su principal funcién se detecta en el desarrollo de
los linfocitos (Pérez-Aguilar, et. al., 2010), ADAZ2, es una proteina de 110 kDa y es considerada de gran
importancia para el mantenimiento de la integridad vascular y de la degradacion extracelular de adenosina,
es liberada por los monocitos y macréfagos cuando existe la presencia de microorganismos en su interior,
ademas participa en la regulacion de la proliferacion de células T activadas (Zervou, et. al., 2020) y ADA3,
una proteina crucial que funge como coactivador del receptor de estrogeno (ER) y participa en la
progresion del ciclo celular y se encuentra correlacionado con el cancer de mamay su mal prondstico con

baja supervivencia (Griffin, et. al., 2016).

En nuestro grupo de trabajo se describi6 que las células de CaCu expresan ADA en la membrana celular
y de manera intracelular y que rapidamente convierte Ado en Ino, sugiriendo que este mecanismo le
permite a la célula tumoral mantenerse viable en presencia de altas concentraciones de Ado y que al ser
cultivadas en presencia de EHNA, un inhibidor especifico con funcion irreversible de la actividad de ADA
(Zavialov AV. & Engstrom A. 2005) redujo de forma dosis dependiente la proliferacion de las células
tumorales, ademas de inducir apoptosis en las mismas (Monroy-Mora, et. al., 2022). En el 2020 en otro
trabajo realizado en nuestro grupo, se observé que simvastatina, un fa&rmaco perteneciente al grupo de las

estatinas lipofilicas que actian como inhibidores de la hidroximetilglutaril coenzima A (HMG-CoA)
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reductasa (Pedersen, et. al., 2004), inhibi6 la proliferacién de células de CaCu de manera dependiente de
la désis del farmaco; asi mismo, observo que simvastatina redujo la capacidad de las células tumorales
para desaminar la Ado a Ino, sin embargo, el farmaco no fue capaz de inhibir la actividad enzimética de
ADA contenida en los sobrenadantes de los cultivos celulares ni en el plasma sanguineo de pacientes con
CaCu, sugiriendo que la simvastatina tiene su efecto principalmente en la inhibicion de la sintesis de

ADA, pero no directamente en la actividad funcional de esta enzima (Monroy-Mora, 2020).

Esto nos lleva a pensar que la sobreexpresion de ADA en el TME puede ser importante para proteger a
las células tumorales de las altas concentraciones de Ado. Las evidencias experimentales sugieren que al
inhibir la actividad enzimética de ADA incrementa la concentracion de Ado extra e intracelular, lo cual
puede resultar en la inhibicion de la proliferacion e induccion de apoptosis de la célula tumoral. En
consecuencia, la busqueda de inhibidores de ADA estables, con unidn reversible (tiempo de residencia
bajo) de accion rapida y de baja toxicidad podran ser de utilidad en el tratamiento de tumores con altos
contenidos de ADA (Monroy-Mora, et. al., 2022)

3.7. Pentostatinay su relacion con el cancer.

La pentostatina 6 dCF [3-(2-Deoxy-p-D-erythro-pentofuranosyl)] un anédlogo de purina aislado de
Streptomyces antibioticus, es un inhibidor de ADA y se ha descrito que la inhibicion de ADA relacionada
con pentostatina da como resultado la acumulacion de desoxiadenosina (dAdo), que a su vez se manifiesta
en un efecto de inhibicidn sobre la ribonucledtido reductasa (RNR), la cual es una enzima esencial para
la biosintesis de desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTPs), asi como la replicacion y reparacién del ADN
(Pubchem, 2023).

La pentostatina es un farmaco que tiene diferentes usos terapéuticos entre los cuales se encuentra su
funcion como antibidtico, inhibidor de enzima, agente inmunosupresor y antineoplasico (Wu, et. al.,
2017). En la actualidad la pentostatina se utiliza para el tratamiento paliativo de la leucemia de células
pilosas (reticuloendoteliosis leucémica) que responde de manera inadecuada o progresa durante la terapia
con IFN-a, produciendo regresion tumoral clinicamente importante o estabilizacion de la enfermedad
(respuestas completas o parciales) en aproximadamente el 80-100% de los pacientes, incluso en pacientes
no tratados previamente (p. Ej., Aquellos que no se han sometido a esplenectomia u otra terapia), asi como

en aquellos pacientes en quienes la esplenectomia y/o terapia con otros agentes (IFNs o agentes
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antineoplasicos) no funcion6 (Kurzrock, 2000; Lathia, et. al., 2002). En un estudio in vitro realizado en
el aflo 2000 por Aldinucci et. al., demostraron que la pentostatina puede ser un medicamento prometedor
para el tratamiento de linfomas agresivos de células T y&*, esta es una neoplasia agresiva y con mala
respuesta a la quimioterapia convencional; sin embargo, la combinacion de pentostatina (10-100 pM)
junto con dAdo fue capaz de inducir una inhibicién del crecimiento clonogénico, de manera dosis
dependiente (Aldinucci et. al., 2000).

El grado en que la pentostatina inhibe la ADA varia entre los tipos de células, posiblemente debido a las
diferencias en las constantes de disociacion del inhibidor de la enzima en diferentes células, asi como a
las diferencias en la acumulacién celular del farmaco. En general, no ha habido una relacion clara entre
la inhibicion de la ADA y la citotoxicidad inducida por pentostatina en los estudios clinicos (Major et. al.,
1981).

Hasta el momento se ha descrito que la pentostatina puede aumentar el dATP intracelular, éste al ser un
inhibidor alostérico de la ribonucléotido reductasa que al ser inhibida, inhibe a su vez la sintesis de ADN
y ARN. También, la pentostatina disminuye los niveles de nicotinamida lo que conlleva al agotamiento
del dinucleotido nicotinamida-adenina, una molécula importante para los linfocitos para su crecimiento,
diferenciacion y proliferacion; en este sentido debido a que los linfocitos T tienen un nivel més alto de
ADA a comparacion de los linfocitos B, los efectos citotoxicos de la pentostatina son logrados con menor
dosis en los linfocitos T (Tonin et. al., 2012; Major et. al., 1981).

Sin embargo la inhibicion de ADA difiere dependiendo de la actividad intrinseca de la enzima en la célula,
asi como de la farmacodinamica especifica de la célula (p. ej., sintesis de proteinas, tasa de proliferacion
celular). En algunas células, la inhibicion por una sola dosis de pentostatina puede persistir durante 1
semana o mas (Xia B, et. al., 2019). La respuesta a la pentostatina varia segun el tipo y la sensibilidad de
la neoplasia que se esté tratando; las afecciones asociadas con una actividad de ADA relativamente baja
(p. Ej. leucemias de células pilosas y linfociticas cronicas) manifiestan una inhibicién prolongada y
completa de ADA en respuesta a dosis relativamente bajas, mientras que las afecciones asociadas con una
alta actividad de ADA (p. Ej. leucemias agudas) menormente sensibles a la droga, requiriendo dosis mas
altas que producen una inhibicién relativamente incompleta de actividad de la ADA (Higman M, et.al.,

2004). Ademas de que en la literatura, no ha habido una relacion clara entre la inhibicion de la ADA y la
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citotoxicidad inducida por pentostatina en los estudios clinicos (Kane B, et. al., 1992; Xia B, et. al., 2019;
Kurzrock R, 2000; Lathia C, et.al., 2002; Higman M, et.al., 2004).

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE
INVESTIGACION

Se ha propuesto que la sobreexpresion de ADA en las células malignas es una ventaja selectiva que les
permite sobrevivir ante la presencia de altas concentraciones de Ado en el TME. Asimismo, se ha
demostrado que la inhibicién de la actividad de ADA puede conducir a las células tumorales a la apoptosis.
Por lo que, resulta importante disefiar nuevas terapias con farmacos que regulen la actividad de ADA y
ayuden al tratamiento del cancer. En este sentido la pentostatina, un analogo de purina, se ha propuesto
como un potente inhibidor de ADA (Wu, et. al., 2017), que tiene efecto citotoxico en diferentes tipos de
linfomas (Kurzrock, et. al., 2000); de hecho, es considerado el antineoplasico antimetabolito mas viejo
(de los anélogos de nucleosidos) utilizado en la practica clinica, y esta aprobada para el tratamiento contra
de leucemia de células pilosas en pacientes adultos (Lathia, et. al., 2002). En cuanto a nuestro grupo de
investigacion, se ha reportado que células de CaCu expresan ADA en la membrana celular y de manera
intracelular y que estas células pueden mantenerse viables aun en altas concentraciones de Ado (Monroy-
Mora, et. al., 2022). Con base a todo lo descrito con anterioridad, resulta interesante analizar si
pentostatina inhibe la actividad enziméatica de ADA de células de CaCu, y si esta inhibicidén impacta en la

disminucion de la viabilidad de las células.

5.  HIPOTESIS

Se sabe que la presencia de ADA en células tumorales puede tener efecto protector ante altas
concentraciones de Ado extracelular, y que la inhibicion de su actividad enzimatica es capaz de inducir
apoptosis en las células tumorales, por la acumulacion de Ado intracelular. Por otro lado, nuestro grupo
de investigacion ha reportado que células de CaCu expresan ADA en membrana celular y de manera
intracelular. Entonces, si se cultivan células de CaCu en presencia de pentostatina, un potente inhibidor
de ADA, se espera que se inhiba la actividad enziméatica de ADA en las células tumorales y disminuya su
viabilidad.
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6. OBJETIVOS

6.1. General.

Analizar el efecto de la pentostatina sobre la viabilidad de células de cancer cervicouterino.

6.2. Especificos.
1. Analizar la expresion de ADA en las lineas celulares de CaCu: C33A, CaSki y HeLa.

2. Analizar el efecto de la pentostatina sobre la actividad enzimética de ADA en lineas celulares:
C33A, CaSki y HelLa.

3. Determinar el efecto de pentostatina sobre la viabilidad en las lineas celulares: C33A, CaSki y
HeLa.

7. METODO

7.1. Cultivo celular.

Las lineas celulares de CaCu: C33A, CaSki y HelLa se cultivaron con medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco,
USA), suplementado con suero fetal de bovino (SFB, Biowest, South America) al 10%, antibidticos
(penicilina 100U/mL y estreptomicina 100 pg/mL) (Gibco), y bajo condiciones de esterilidad a
temperatura constante de 37 °C en una incubadora (Forma Scientific), con 5% de CO2 y un ambiente de

humedad saturante.

7.2. Expresion de ADA en células tumorales de CaCu.

Para determinar la expresion de ADA en las células C33A, CaSki y HelLa se realiz6 una tincion
intracelular para citometria de flujo. Con este propdsito se colocaron 1x10° células en un tubo para
citometria de flujo de 5 ml (Falcon, USA). Posteriormente se adicioné un 1 ml de PBS al SFB 2%, luego
se centrifugd a 250 g y se decantd el sobrenadante. Después se adicionaron 250 pl de solucion fijadora
[paraformaldehido (Sigma-Aldrich, USA) 2%/SFB 2%] y se incubd durante 10 min a temperatura
ambiente (TA), una vez trascurrido el tiempo se centrifug6 a 250 g por 5 miny se descarto el sobrenadante;
luego se adicionaron 250 ul de solucion permeadora [Saponina (Sigma-Aldrich) 0.3% + SFB 2%) y se
incubd durante 5 min a TA, enseguida se centrifugaron las células y se decant6. A continuacion, las células

se bloquearon con 100 ul de SFB durante 30 min a 4°C en oscuridad., una vez transcurrido el tiempo se
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realizé un lavado que consiste en adicionar 1 ml de saponina al 0.1 % con SFB al 2 % (buffer de lavado),
centrifugar a 250 g por 5 min a 4°C y decantar el sobrenadante. A continuacion, se adicion6 1 ul anticuerpo
conejo anti-humano ADA (Creative Diagnostics, USA) y se incub6 durante 20 min a 4°C en oscuridad,
posteriormente se realizaron dos lavados, después se adicionaron 4 ul de anticuerpo secundario (Ab sec)
anti-conejo 1gG PE (R&D Systems, USA) y se incub6é 20 min a 4°C en oscuridad, seguidamente se
realizaron dos lavados. Por ultimo, se fijaron las células con 200 ul de paraformaldehido al 2%. Se
adquirieron 10,000 eventos de la region de interés en un citometro de flujo (FACS Canto I, BD, USA).

Como controles se utilizaron la autoflorescencia y las células tefiidas Unicamente con Ab sec.

7.3. Actividad enzimatica de ADA y densitometria.

Para analizar la actividad enzimatica de ADA en membrana y encontrar la dosis minima necesaria de
pentostatina para inhibir dicha enzima, muestras de 1x10° células tumorales se colocaron en un microtubo
para centrifuga 100 ul de diferentes concentraciones de pentostatina (Sigma-Aldrich) 1, 10, 100, 1000
uM (un tubo para cada concentracion) durante 30 min, como control se incubaron las células Unicamente
con medio de cultivo y como control de la inhibicion de ADA se adicion6 1 mM de EHNA (Sigma-
Aldrich), inhibidor especifico e irreversible de la actividad de ADA (Alberto M, et. al., 2022).
Posteriormente se incubaron durante 6 h en presencia de 5 mM de Ado. Al inicio de la incubacion y cada
hora, durante 5 h se tomaron alicuotas de 10 pl de sobrenadante para su posterior analisis. Para analizar
la desaminacion de la Ado por medio de ADA se realizd una cromatografia en capa fina (CCF) empleando
laminillas fluorescentes de poliéster de silica gel (Sigma-Aldrich). Como testigos se emplearon muestras
de 2 ul de pentostatina a 1 mM y Ado, Ino e Hipo (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 5 mM. Las
laminillas de CCF se colocaron en una camara de elucién conteniendo 2.5 ml de una mezcla de solventes
organicos (Fase mdvil) compuesta por: isobutanol (38%), etilacetato (22.2%), metanol (16.6%) vy
amoniaco (22.2%). La elucion se dejo correr durante 40 min en la cdmara de elucion y posteriormente se
retiraron para su secado a TA. Finalmente, los productos generados se visualizaron y fotografiaron a través
de un transiluminador en una camara con luz ultravioleta (UV). Se utiliz6 el programa Image J para
realizar un analisis densitométrico con las fotografias a las laminillas fluorescentes, tomando de referencia
la inhibicion enzimatica las células cultivadas con EHNA, otorgandole un 100% de inhibicion de la

actividad enzimética de ADA.
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7.4. Efecto de la Pentostatina en la viabilidad de células de CaCu.

Para analizar el efecto de la pentostatina sobre la viabilidad de las diferentes lineas celulares de CaCu se
cultivaron 1x10* células de cada linea celular en placas de 96 pozos de fondo plano (Corning Costar,
USA) en presencia de diferentes concentraciones de pentostatina (15.62, 31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000
M) por triplicado en un volumen final de 100 pl durante 48 h, como control se utilizaron células solo
con medio de cultivo. Al finalizar los tiempos de cultivo, en cada pozo se adiciond 20 ul del reactivo
CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, USA), y las placas se incubaron
durante 4 h a 37 °C en total oscuridad. La reduccion del compuesto de tetrazolio MTS a formazan por
celulas vivas se midio a una longitud de onda de 490 nm en un lector de placas para ELISA (GloMax,
Promega). El porcentaje de viabilidad celular se calculd considerando como el 100% la absorbancia de

las células que sélo contienen medio de cultivo.

7.5. Analisis estadistico.

Todos los datos numéricos se presentaron como el valor promedio + SEM de tres experimentos
independientes. Las comparaciones se evaluaron utilizando andlisis estadistico multivariado en GraphPad
Prism version 7 (GraphPad Prism software, USA). Las diferencias se consideraron significativas con una
p <0.05.

8. RESULTADOS

8.1. Expresion de ADA en las lineas celulares de CaCu.

En el TME la concentracion de la Ado se encuentra aumentado en comparacion de un tejido sano, llegando
a tener concentraciones de 100 uM o mas (Haskd G, et. al., 2004; Semeniario V, et. al., 2009; Bagheri,
et.al., 2019) teniendo diversos efectos en el TME, como favorecer la estimulacion del crecimiento
tumoral, la angiogénesis y la metastasis (Soleimani, et. al., 2019). Sin embargo, la ADA es la enzima
encargada de desaminar la Ado a Ino, y por consiguiente controlar el flujo de la Ado, sin embargo, se ha
reportado que ADA se encuentra sobre expresada en tejidos neoplasicos en comparacion de un tejido
normal, en este sentido nuestro grupo de investigacion describid que las lineas celulares C33A, CaSki y
HelLa, expresan ADA (Monroy-Mora, et. al., 2022). En este trabajo se analizé la expresion de ADA en
cada una de las lineas celulares mediante citometria de flujo; este analisis mostré que todas las lineas
celulares de CaCu (C33A, CaSki y HeLa) expresan ADA. C33A cuenta con una intensidad media de
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fluorescencia (IFM) de 11,386; CaSki con una IFM de 754 y HeLa con una IFM de 1,101. Siendo la linea

celular C33A que presenta méas expresion de ADA, aproximadamente 15 y 10 veces mayor comparado

con CaSki y HeLa, respectivamente (Figura 5).

Numero de eventos

C33A CaSki HelLa

Y IMF: IMF: IMF:
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Figura 5. Expresién de ADA en las lineas celulares de CaCu. Se determind la expresion de ADA mediante una tincion de
citometria de flujo, en las diferentes lineas celulares de CaCu. En el eje de la Y se observa el nimero de eventos y en el eje
de la X se observa la expresion de ADA. Se muestra la autofluorescencia de color anaranjado, el anticuerpo secundario en

azul y ADA en rojo.

8.2. Inhibicion de actividad enzimatica de ADA en lineas celulares de CaCu
mediante pentostatina.

Se ha reportado que la pentostatina es utilizada en el tratamiento contra leucemias de celulas pilosas con
un efecto favorable debido al efecto sobre la inhibicion de ADA (Kurzrock R, 2000; Lathia C, et.al., 2002;
Toninet. al., 2012; VANEDECUM, 2013) y teniendo en cuenta que las lineas celulares de CaCu expresan
ésta enzima se procedio a examinar el efecto de la pentostatina sobre la actividad enzimatica de ADA en
estas lineas celulares. Para ello se analizaron los sobrenadantes recolectados a diferentes horas (0, 2, 4y
6 horas) de las células que se incubaron en presencia de 5 mM de Ado y en presencia o ausencia de
diferentes concentraciones de pentostatina (1, 10, 100, 1000 puM). Los resultados mostraron que las lineas

celulares de CaCu desaminaron la Ado y generaron Ino, esto se puede hacer evidente en las CCF realizadas
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(Figura 6, A-C). En la linea celular C33A, a las 6 h (Figura 6D, Tabla 1), la concentracion mas alta de
pentostatina (1000 uM) inhibi6 totalmente la actividad enzimatica de ADA, con un 27.05% de inhibicién
mayor en comparacion al control de EHNA y la concentracion de 100 uM inhibié 97.29%, mientras que
las concentraciones de 10 uM y 1 uM inhibieron parcialmente la actividad enzimatica de ADA con valores
de 57.13% y 21.73% respectivamente. En la linea celular CaSki, a las 6 h (Figura 6E, Tabla 2), todas las
concentraciones de pentostatina inhibieron parcialmente en comparacion al control, la concentracion de
1000 uM en un 81.01%, 100 uM en un 53.25%, 10 uM en un 33.24%, y 1 uM en un 16.70%, resaltando
que la inhibicion de ADA es dosis dependiente de la concentracion de pentostatina. En la linea celular
Hela, a las 6 h (Figura 6F, Tabla 3), la pentostatina inhibi6 parcialmente la actividad de ADA, obteniendo
valores de inhibicion de 76.36% con la concentracion mas alta de pentostatina hasta un 37.84% de

inhibicién de ADA con la concentracién mas baja de pentostatina utilizada en estos experimentos.
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Figura 6. Inhibicion de la actividad enzimatica de ADA por pentostatina. Se cultivaron 1X108 células tumorales con Ado
5 mM y diferentes concentraciones de pentostatina (1, 10, 100, 1000 pM) y EHNA 1000 uM como control positivo de la
inhibicion enzimatica de ADA. Mediante CCF se muestra la actividad enzimatica de ADA al desaminar Ado a Ino a lo largo
del tiempo (0 h, 2 h, 4 hy 6 h), las flechas negras indican los controles de los nucleétidos (Ado, Ino e Hipo) (A-C). En las
gréaficas de barras se muestra el analisis densitométrico de las diferentes CCF, tomando como referencia a ENHA con
inhibicion enzimatica relativa de 1 (D-E), en el eje de las Y indica la inhibicion de la actividad enzimética y en el eje de las X

las diferentes concentraciones de pentostatina y EHNA.
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Tabla 1. Datos densitométricos. Se muestran los resultados numéricos de la prueba de densitometria de la linea C33A a las

6 h. Para el porcentaje, todas las muestras de pentostatina comparadas EHNA.

C33A6h

Reactivo Cantidad Expresion relativa de Ado

EHNA 1000 uM 100
1000 uM 127.05
100 uMm 97.29
Pentostatina
10 uM 57.13
1uM 21.73

Tabla 2. Datos densitométricos. Se muestran los resultados numéricos de la prueba de densitometria de la linea CaSki a las

6 h. Para el porcentaje, todas las muestras de pentostatina comparadas con EHNA.

CaSki6 h
Reactivo Cantidad Expresion relativa de Ado
EHNA | 1000 uM 100
1000 uM 81.01
100 pM 53.25
Pentostatina 10 puM 33.24
1M 16.70
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Tabla 3. Datos densitométricos. Se muestran los resultados numéricos de la prueba de densitometria de la linea HeLa a las

6 h. Para el porcentaje, todas las muestras de pentostatina son comparadas con EHNA.

HeLa6 h
Reactivo Cantidad | Expresion relativa de Ado
EHNA 1000 uM 100
1000 uM 76.36
100 pM 61.18
Pentostatina | 10 uM 47.52
1M 37.84

8.3. Analisis del efecto de la pentostatina en la viabilidad de las lineas celulares de
CacCu.

Se ha reportado que la pentostatina es capaz de influir en la viabilidad de diferentes tipos de células como
los linfocitos y monocitos en experimentos preclinicos (in vitro e in vivo) y clinicos (en combinacion con
otros farmacos) (Brox, et. al., 1984; Carrera et. al., 1989) e inducir a las células a apoptosis (Ogawa et.
al., 2000). Para analizar el efecto de la pentostatina sobre la viabilidad de las lineas celulares de CaCu se
analizaron diferentes concentraciones de esta molécula y se midié viabilidad celular con CellTiter 96®
Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay después de 48 h de cultivo. Los resultados obtenidos
muestran que, en dos de las tres lineas probadas, en relacion con la basal, la pentostatina redujo
significativamente la viabilidad celular (Figura 7A, B); en la linea celular C33A la pentostatina a
concentraciones de 500 pM y 1000 UM redujeron la viabilidad celular en un 24.37% y 28.87%
respectivamente (Figura 7A), mientras que en la linea celular CaSki (Figura 7B), se redujo la viabilidad
celular significativamente a las concentraciones de 15 pM, 31 uM y 1000 uM, en un 32.43%, 36.73% y
46.45% respectivamente. De manera interesante y contrastante, en el caso de la linea celular HeLa, no se
muestra una disminucién en la viabilidad celular (Figura 7C), al contrario, lo que se muestra es un aumento
en el porcentaje de viabilidad celular a las concentraciones de 500 uM y 1000 uM en un 23.32% y 21.32%
respectivamente, lo que se puede traducir en un aumento en la proliferacion, de acuerdo con el fundamento

teorico de la metodologia que se utilizd en este experimento.
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Figura 7: Efecto de la Pentostatina en la viabilidad de las lineas celulares de CaCu. Se muestran las graficas de barras
con = SEM correspondientes al porcentaje de viabilidad celular de cada una de las lineas de CaCu a diferentes
concentraciones de pentostatina (15, 31, 62, 125, 250, 500, 1000 uM) a las 48h. *p <0.05; **p <0.005.
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9. DISCUSION

Laenzima ADA es crucial en el metabolismo de las purinas con varias funciones en el organismo (Bagheri
S, et. al., 2019), aumentando su actividad en los tejidos cancerosos y de esta manera otorgando una ventaja
selectiva a estas células para su sobrevivencia, protegiéndolas de las altas concentraciones de Ado que se
pueden generar en el TME (Donorio J, et. al., 1978; Monroy-Mora A, et. al., 2022) mediante la
desaminacion de la Ado (Pedersen T, et. al., 2004). Se sabe que la Ado es un producto de la hidrélisis de
AMP por la ectoenzima CD73, la cual ha sido asociada con la progresion tumoral mediante la evasion del
sistema inmune (Haskd G, et. al., 2004; Semeniario V, et. al., 2009; Bagheri, et.al., 2019). La Ado a
través de la interaccion con sus receptores promueve un TME inmunotolerante y regulando la
proliferacion, la apoptosis de las células del sistema inmune y promoviendo la metastasis en las celulas
tumorales (Sun, et. al., 2022). Ademas, se sabe que la Ado puede tener una sefializacion independiente de
los AR interactuando con AK (Boison D, 2013), esta Gtlima es activada por AMPK y por s-
adenosilhomocisteina hidrolasa (Mato J, et. al., 2008), la Ado es convertida a AMP por AK regulando a
la alza la expresion de P53 y asi induciendo a la apoptosis independiente de caspasas (Yang D, et. al.,
2010). O bien, que la Ado induce a apoptosis incrementando la sintesis de la proteina pro apoptotica Bax
y activar la caspasa-3 (Shirali S, et. al., 2013), o que la Ado induce el arresto del ciclo celular e induce la
apoptosis mediante la estimulacion de la ciclina D1/Cdk4 (Shirali S, et. al., 2013). En nuestro grupo de
trabajo se ha reportado que las células tumorales desaminan rapidamente la Ado e Ino (Avila-Ibarra, 2011;
Avila-Ibarra, 2014) lo que nos indica una alta actividad enzimética de la ADA, ademas también se
demostrd que el hidrocloruro de adenina (eritro-9-(2-Hidroxi-3-nonil) (EHNA), un inhibidor especifico
de ADA1, es capaz de reducir la actividad enzimatica de ADA y disminuir la viabilidad de las células de
CaCu, lo cual sugiere que esta puede tener una accion protectora ante el efecto citotoxico de la Ado
(Monroy-Mora, et. al., 2022). En el presente estudio se determind y corrobord la expresion de ADA en
tres lineas celulares de CaCu (C33A, CaSki y HelLa), y se analizo el efecto de la pentostatina, como

inhibidor de la actividad enziméatica de ADA y sobre la viabilidad de las células tumorales.

La presencia de ADA fue detectada de forma diferencial entre las lineas celulares de CaCu coincidiendo
con lo reportado por Alberto Monroy-Mora en 2022. Los niveles mayores fueron detectados en C33A
seguido por HelLa, en el caso de CaSki ésta presentd el menor contenido de ADA. De forma interesante

se sabe que las lineas celulares de CaCu con VPH expresan mayor CD73 (Mora-Garcia, et. al., 2017).
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Con base en los resultados obtenidos seria interesante estudiar si existe una correlacién inversa entre la
expresion de ADA 'y CD73.

Por otro lado, al administrar diferentes concentraciones de pentostatina a las células de CaCu se observo
una inhibicion de la actividad enzimatica de ADA en las diferentes lineas celulares de CaCu. No obstante,
unicamente la pentostatina pudo inhibir de igual manera o incluso mejor que EHNA en la linea C33A a
concentraciones de 500 uM y 1000 uM, mientras que en las lineas celulares CaSki y HeLa solo inhibieron
parcialmente la actividad enzimatica de ADA. Sin embargo, cabe resaltar que el efecto de la inhibicion
enzimatica de las diferentes lineas celulares fue dosis dependiente de la concentracion de la pentostatina.
En este sentido podemos sugerir utilizar una mayor concentracién de pentostatina para la inhibicion
enzimatica de ADA teniendo en cuenta que la dosis tipica de pentostatina para el tratamiento de la LLC

en adultos es de aproximadamente 4-6 mg/m? de superficie corporal.

Por otro lado, se observo que al tratar a las células de CaCu con pentostatina disminuyé la viabilidad de
éstas. En las lineas celulares C33A y CaSki se observd una disminucion significativa de la viabilidad a
las 48 h. En este sentido, con base en nuestros resultados podemos proponer que en la linea C33A esta
relacionada la inhibicion de la actividad enzimatica de ADA con la disminucion de la viabilidad celular;
y aunque la linea celular CaSki solo mostrd una inhibicion de la actividad en la actividad enzimatica de
ADA en un 81% en presencia de 1000 uM de pentostatina, esta dosis fue suficiente para disminuir
significativamente su viabilidad. Sin embargo, de manera interesante y contrastante, en HelLa se observé
que no se ve afectada la viabilidad celular a pasar de que se observé una inhibicion parcial de la actividad
enzimatica; estos resultados pueden sugerir que, posiblemente de manera particular la linea celular HeLa
pudiera tener activos diferentes mecanismos que le permitan sobrevivir independiente al mecanismo de

proteccion propuesto mediante ADA.

En resumen, en este trabajo se observd que la pentostatina es un inhibidor de la actividad enzimaética de
ADA y que ademas esta molécula tiene efectos significativos sobre la viabilidad celular; sin embargo en
este estudio no se demostroé cudl es la via que la llevaria a estas células a la disminucién en su viabilidad,
pero sabemos la Ado interactla con la AK, y ésta es activada por AMP y la s-adenilhomocisteina hidrolasa

en la cara interna de las células, en donde la Ado es convertida a AMP por la AK regula al alza la expresion
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de p53 para inducir la apoptosis independiente de caspasas (da Silva, et. al., 2006; Mato J, et. al., 2008;
Yang D, et. al., 2010; Boison D, 2013).

Por ltimo, es muy importante sefialar que, se sabe que un efecto farmacoldgico esta determinado en parte
por la duracion de tiempo que el complejo farmaco-receptor persiste, es decir, su tiempo de residencia. El
tiempo de vida del complejo farmaco-receptor esta afectado por varios procesos dindmicos (cambios en
la conformacion) que controlan la velocidad de asociacion y de disociacion de los farmacos del blanco
terapéutico, un mayor tiempo de residencia corresponde a un efecto farmacoldgico prolongado y
viceversa. También, se sabe que un tiempo de residencia larga puede ser una desventaja potencial cuando
se prolonga la toxicidad de un farmaco. Para algunos receptores, la ocupacion transitoria por los farmacos
produce el efecto deseado, mientras que la ocupacion prolongada puede provocar toxicidad (Major et. al.,
1981). En este enfoque, la EHNA al ser un inhibidor irreversible puede ocasionar problemas en el
organismo y causar estados similares al SCID (inmunodeficiencia severa combinada), un trastorno
hereditario que afecta al sistema inmune por deficiencia de la enzima ADA causando vulnerabilidad a las
infecciones repetidas y persistentes causadas por microorganismos oportunistas como bacterias, virus y
hongos pudiendo llegar a la muerte. Por otro lado, la pentostatina al ser un inhibidor reversible se puede
controlar la administracion del farmaco y asi su duracién produciendo el efecto deseado y disminuyendo

los eventos adversos serios a los pacientes.

A través del reposicionamiento de farmacos el uso de la pentostatina para inhibir ADA representa un
avance significativo en el tratamiento de la LLC y otras enfermedades relacionadas con la proliferacion
celular. A medida que avanzamos en nuestra comprension de este enfoque terapéutico, se abren nuevas
oportunidades para mejorar la eficacia y la seguridad de estos tratamientos, lo que beneficia directamente
a los pacientes y a la medicina en general. Ademas de que el reposicionamiento de farmacos ofrece una
gran ventaja a la industria farmacéutica y a las organizaciones publicas sobre la salud ya que ofrece mayor

rendimiento en tiempo y costos en su investigacion, produccion y utilizacion del producto.
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10. CONCLUSION

En este estudié se analizd el efecto de la pentostatina sobre la actividad enzimatica de ADA en lineas
celulares de CaCu (C33A, CaSki, HelLa), encontrando que ésta puede ser inhibida de manera dosis
dependiente por el farmaco, ademas de que la pentostatina tiene un efecto significativo sobre la
disminucién en la viabilidad celular. Este hallazgo sugiere el potencial de la pentostatina como una
herramienta terapéutica en el contexto del CaCu y posiblemente en otras condiciones médicas donde la
regulacion de ADA sea relevante.

11. PERSPECTIVAS

- Analizar si el blogueo de ADA con la pentostatina es capaz de inhibir la resistencia a la muerte
celular mediado por la Ado en las lineas celulares de CaCu.

- Analizar la presencia y actividad de otras enzimas que puedan desaminar a la Ado en células de
CaCu.

- Esclarecer la via mediante la cual la pentostatina induce una disminucion en la viabilidad de las
células de CaCu.
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Figura 6. Indibicion de la actividad enzimatica de ADA por pentostatina.
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14. GLOSARIO

ADA: Adenosina Desaminasa

Ado: Adenosina

ADP: Adenosin Difosfato

AMP: Adenosin Monofosfato

ATP: Adenosin Trifosfato

CaCu: Céancer cervicouterino

dCF: deoxyconformicina // pentostatina
ER: receptor de Estrdgeno

HPV: Virus del Papiloma Humano
HPV-AR: Virus del Papiloma Humano de Alto Riesgo
SCID: Severe Combined Immunodeficiency

TME: Microambiente Tumoral



