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1. RESUMEN

En México y en el mundo, el cancer de mama es el tumor maligno mas frecuente y
con mayor tasa de mortalidad en las mujeres; comunmente es clasificado en
diferentes subtipos, donde el triple negativo (CMTN) representa el peor prondstico
ya que exhibe una pobre respuesta a los tratamientos tradicionales. En este
contexto, la proteina CD73 ha sido descrita en tumores triple negativos como un
blanco terapéutico potencial, ya que generalmente se sobreexpresa en el
microambiente tumoral, promoviendo la evasion inmunitaria y procesos como la
metastasis, mediante la activacibn de genes implicados en la transicidon
epitelial-mesenquimal. Por otro lado, se ha demostrado que la pentoxifilina (PTX)
posee probables efectos antitumorales en cancer de mama, mientras que en
glioblastoma reduce la viabilidad y la invasividad celular al disminuir los niveles de
CD73. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue analizar el efecto de PTX en la
regulacion de CD73 en lineas celulares de cancer de mama humano triple
negativo (HCC-1806, MDA-MB-231 y HCC-70) y luminal A (MCF-7). Se encontro
que 1 mM de PTX redujo la proliferacion de las lineas celulares de manera
significativa; no obstante, después de 72 horas de tratamiento con PTX, se
observé un aumento de CD73 tanto a nivel de proteina, como de ARNm, en las
lineas celulares HCC-1806 y MDA-MB-231. Ademas, se observd un aumento en
los factores de transcripcion asociados con la transicion epitelial-mesenquimal
como Slug y Zeb1, y un incremento en TGF-B1, lo que sugiere que existe
asociacién entre la expresion de CD73 y el desarrollo de un fenotipo mesenquimal.
Los hallazgos indican que los efectos de PTX pueden depender del contexto
celular y las condiciones especificas de tratamiento, por lo que, es necesario
dilucidar su mecanismo de accién para explorar su uso en el tratamiento del
cancer de mama debido a su limitada respuesta en relacion con las moléculas que

participan en la progresion tumoral.



2. MARCO TEORICO

2.1. Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por una diferenciacion
celular no regulada, lo que conlleva a consecuencias clinicas significativas debido
a su potencial de proliferar e invadir multiples sitios del cuerpo (Campos-Contreras
et al., 2020; Blanco et al., 2018).

Uno de los desafios que representa la biologia del cancer es su alta diversidad; sin
embargo, Hanahan y Weinberg en diversas publicaciones a lo largo de los afos
(2000; 2011; 2022), han proporcionado una estructura conceptual para abordar
esta complejidad al identificar una serie de caracteristicas distintivas conocidas
como "hallmarks", las cuales son: inmortalidad replicativa, inestabilidad del
genoma y mutaciones, evasion de las senales de supresion del crecimiento,
resistencia a la muerte celular, proliferacion continua, metabolismo alterado,
evasion de la destruccion inmune, inflamacion promovida por el tumor, induccién
de la angiogénesis, y activacion de la invasion y metastasis; ademas en la ultima
revision propusieron cuatro nuevas caracteristicas: desbloqueo de la plasticidad
fenotipica, reprogramaciéon epigenética no mutacional, participacion de

microbiomas polimdrficos y senescencia celular (Figura 1).

Estos hallmarks en conjunto actuan complementariamente y representan
caracteristicas evolutivas que favorecen la transformacion de células normales en
células malignas, promoviendo el desarrollo del tumor al mismo tiempo que

explotan o sacrifican el tejido huésped (Fouad y Aanei, 2017).
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Figura 1. Caracteristicas distintivas del cancer. Representacion de las principales
capacidades adquiridas por las células tumorales durante su desarrollo (Hanahan &
Weinberg, 2022).

2.2. Cancer de mama

Se denomina cancer de mama al crecimiento descontrolado de células epiteliales
que se originan en los conductos o Iébulos mamarios (Reilly, 2007). Esta
enfermedad representa un reto significativo para la salud publica de las mujeres
debido a su alta incidencia y elevada tasa de mortalidad, segun estimaciones de
Globocan (2024), a nivel mundial cada ano se diagnostican aproximadamente 2.3
millones de nuevos casos de cancer de mama y ocurren cerca de 665,000
muertes relacionadas con esta patologia, ademas se prevé que durante las
proximas décadas estas cifras aumentaran significativamente en muchas regiones
del mundo (Bray et al., 2024; Arnold et al., 2022).

En México, ocupa el primer lugar de todas las neoplasias malignas detectadas en

el sexo femenino (27.9%), de acuerdo con datos del INEGI (2023), la tasa de
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incidencia en el afio 2022 fue de 51.92 casos por cada 100 mil mujeres y se
reportaron aproximadamente 8,000 defunciones, por lo que esta patologia sigue
afectando directamente la calidad de vida de miles de personas (Ferlay et al.,
2024; Ramos Aguila et al., 2015).

Los principales factores de riesgo asociados con el desencadenamiento de cancer
de mama son: edad avanzada, predisposicion genética, factores reproductivos
asociados a exposicidon a hormonas ovaricas (tanto endégenas como exdgenas),
como una menarquia temprana o menopausia tardia. Mientras que factores
ambientales como la dieta, el consumo de alcohol y la exposicion a radiaciéon
juegan un papel menor, pero en conjunto son determinantes para el desarrollo de
esta enfermedad; por lo tanto, la carcinogénesis ocurre debido a una compleja
interaccion de dichos factores (Henry et al., 2020; Smolarz et al., 2022; Admoun y
Mayrovitz, 2022).

El diagnostico adecuado del cancer de mama requiere un enfoque
multidisciplinario, ya que es una es una patologia ampliamente heterogénea en
términos de mecanismos moleculares y manifestaciones clinicas (Tao et al., 2015),
por lo que se clasifica de acuerdo a distintas categorias con el objetivo de
determinar un plan de tratamiento Optimo para los pacientes, basado en la
comprension de las caracteristicas biolégicas del tumor y como estas influyen en

su respuesta a diferentes opciones terapéuticas (Szymiczek et al., 2021).

La clasificacion histopatolégica se basa en la estructura del tejido mamario, el cual
se encarga de permitir la produccion, transporte y secrecién de leche durante la
lactancia materna, y se compone principalmente de una serie de conductos
ramificados que se extienden desde el pezén hasta las unidades lobulillares del
conducto terminal o TDLU (por sus siglas en inglés, terminal duct lobular units), la
cuales conforman los lobulos. El sistema ductal y las TDLU estan recubiertos por
dos capas celulares: una capa interna luminal formada por células epiteliales y una
capa externa mioepitelial, que esta en contacto con la membrana basal (Figura
2A) (Sgroi, 2010).



En el cancer de mama las lesiones epiteliales preinvasivas de la mama, ya sea
carcinoma ductal in situ (CDIS) o carcinoma lobular in situ (CLIS), se caracterizan
por una proliferacion anormal de células epiteliales neoplasicas que permanece
confinada dentro de la red ductal-lobulillar, sin invadir la membrana basal ni el
tejido estromal circundante. Estas lesiones representan una etapa temprana en la
progresion del cancer de mama y, aunque no son invasivas, requieren atencion

debido a su potencial de malignizacién (Nolan et al., 2023).

El cancer de mama invasivo se caracteriza por la propagaciéon de células
neoplasicas mas alla de la membrana basal que pueden variar morfolégicamente,
con el potencial de migrar hacia otros érganos, lo que les confiere una alta
agresividad. El carcinoma ductal invasivo (CDI) es el tipo mas comun de cancer de
mama entre todos los casos, mientras que el carcinoma lobular invasivo (CLI)
representa aproximadamente del diez al quince por ciento de todos los casos; el
resto son subtipos histolégicos menos comunes (0.1-7%), como los carcinomas
mucinosos, cribiformes, micropapilares, papilares, tubulares, medulares vy

apocrinos (Figura 2C) (Cuthrell y Tzenios, 2023; Tsang y Gary, 2020).

Por otro lado, en la practica clinica, se clasifica en cuatro subtipos diferentes
basados en la expresion génica de los receptores de estrogeno (RE), los
receptores de progesterona (RP), y el oncogén Her2 (receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano): Luminal A, luminal B, HER2 sobreexpresado y

triple negativo (Figura 2D) (Luque et al, 2021).

Los subtipos luminales son positivos a receptores de estrégeno y positivos
progesterona en diferente grado. El luminal A, constituye el 50-60% de los
luminales; es el que tiene un mejor prondstico, y menor incidencia de recaidas,
debido a que presenta principalmente una buena respuesta a la hormonoterapia.
Mientras que el subtipo Luminal B, expresa en menor cantidad receptores de

progesterona y tiene un mayor nivel de proliferacién (Lucena et al., 2021).



El subtipo de HER2 sobreexpresado, representa alrededor del 15% de todos los
canceres invasivos de mama. Estos tumores presentan genes asociados a
HER2/neu y genes ubicados en el amplicon de HER2 en el cromosoma 17q12
(Tsang y Tse, 2020). Suelen ser de grado alto, sin receptores de estrégeno ni
progesterona, y tienen un curso clinico agresivo. Sin embargo, responden bien a la
terapia especifica contra HER2, lo que mejora significativamente los resultados
(Lucena et al., 2021).

Por ultimo, el cancer de mama triple negativo (CMTN) se caracteriza por no
expresar significativamente ninguno de los tres receptores implicados en esta
clasificacion. Constituyen el 10-15% de los tumores mamarios y generalmente,
presentan una alta tasa de proliferacidn, alteracion en genes de reparacion del
ADN, asi como una elevada inestabilidad genémica (Luque et al., 2021). Por estas
razones, no responden a terapias hormonales y representan un peor prondstico

en comparacion con los otros subtipos de cancer de mama (Won y Spruck, 2020).

Asi mismo, en 2011, Lehmann y colaboradores, describieron seis subtipos dentro
del CMTN: Basal-like 1 y 2 (bl1 y bl2), inmunomodulador, mesenquimatico,
mesenquimatico stem-like y luminal receptor androgénico. Los cuales difieren en
términos de su comportamiento clinico, respuesta a la quimioterapia vy
supervivencia; por lo que, es necesario identificar estas caracteristicas especificas
para permitir desarrollar tratamientos dirigidos a estas neoplasias (Gon et al.,
2017).
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Figura 2. Estructura del tejido mamario y clasificacion del cancer de mama. A)
Representacion esquematica de los componentes de la mama. B) Patogénesis del cancer

de mama. C) Subtipos histologicos y (D) clasificacion clinica (Nolan et al., 2023).

2.3.

Como se menciond, una de las caracteristicas distintivas del cancer es el
desbloqueo de la plasticidad fenotipica, es decir, la capacidad de las células para
modificar sus caracteristicas en funcién de los entornos en constante cambio que

experimentan, con el fin de adaptarse al microambiente tumoral (Teeuwssen y

Fodde, 2019).

Transicion epitelial mesenquimal




Un tipo de plasticidad, es la transicion epitelial-mesenquimal conocida como EMT
(por sus siglas en inglés, epithelial-mesenchymal transition), la cual es importante
para el desarrollo del tumor mamario (Sterneck et al, 2020). Este proceso es un
programa celular reversible donde ocurre una transicion celular dinamica de un
estado epitelial adherente a un estado mesenquimal moévil (Brabletz et al, 2012),
por lo que ocurren modificaciones en la polaridad célula-célula, en la remodelacién
del citoesqueleto, y consecuentemente multiples rasgos asociados a la neoplasia
maligna de alto grado, como la mejora en la capacidad migratoria e invasiva del

tumor, mediante su diseminacion en 6rganos secundarios (Bhatia et al, 2020).

La inestabilidad fenotipica que experimenta el tumor debido a este proceso tiene
influencia en su heterogeneidad, lo que conlleva cambios en las redes de
sefalizacion oncogénica, por lo que desde una perspectiva molecular, los
principales marcadores asociados con el fenotipo epitelial, como la E-cadherina,
las ocludinas y las citoqueratinas, disminuyen su expresion, mientras que los
marcadores mesenquimales, como la N-cadherina, la fibronectina y la vimentina,
son inducidos o incrementados. Esta regulacion coordinada de la represiéon de
genes epiteliales y la induccidén de genes mesenquimales es mediada por diversos
factores de transcripcién, entre los cuales se incluyen Snail, Slug, Zeb1, Zeb2 y
Twist1 (Figura 3) (Iser et al, 2022; Puisieux et al, 2014).

La expresion de estos factores de transcripcion puede darse simultdneamente y
formar redes, sin embargo, sus funciones suelen ser distintas. Se activan a través
de cascadas de senalizacion y promueven el cambio de programas
transcripcionales, de manera que su expresidon se correlaciona con malos

resultados clinicos en los distintos tipos de cancer (Georgakopoulos et al, 2020).
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Figura 3. Caracteristicas de la EMT. Las células epiteliales estan unidas a la membrana
basal y conectadas entre si. La EMT, implica que las células epiteliales pierdan
marcadores especificos y adquieran caracteristicas mesenquimales, aumentando su
motilidad e invasividad. Este proceso, que es reversible a través de la MET (por sus siglas
en inglés, mesenchymal-epithelial transition), esta regulado por factores de transcripcion
como Snail, Twist y Zeb (Kang et al., 2021).

2.4. Via adenosinérgicay CD73

En el microambiente tumoral, muchas vias de sefalizacion son altamente activas y
participan en el desarrollo del cancer. En este contexto, se ha demostrado
ampliamente que la denominada via adenosinérgica tiene un papel funcional en la
progresion del tumor sdlido, al atenuar las respuestas inmunes antitumorales y

promover el escape inmunoldgico de las células tumorales (Soleimani et al., 2019).



En condiciones fisioldgicas normales, los puntos de control inmunitarios juegan un
papel fundamental al proteger los tejidos contra el dafo durante el proceso
inflamatorio del sistema inmune, el cual es desencadenado para combatir
infecciones patogenas (Xia et al., 2023). La presencia de ATP extracelular (eATP)
en el microambiente tumoral funciona como una senal de alerta para las células
inmunitarias, ya que este nucledtido se libera a través de mecanismos como lisis
celular y/o muerte, o por vias activas que involucran canales de connexina y
panexina; consecuentemente promueve una respuesta inmune antitumoral
mediante la sefalizacion de los receptores P2X y P2Y, la activacion del
inflamasoma de la proteina 3 (NLRP3), con la que se desencadena una respuesta

inflamatoria (Antonioli et al., 2008).

Sin embargo, para convertir este entorno inmunoestimulante e inflamatorio a un
entorno inmunosupresor y antiinflamatorio, las ectoenzimas de Ila via
adenosinérgica participan en este cambio (Figura 4). En la via canénica, CD39,
comunmente sobreexpresada en varios tipos de cancer, es capaz de degradar el
ATP hasta AMP, el cual, CD73 defosforila para generar adenosina (ADO) de
manera irreversible, promoviendo asi el agotamiento de ATP y la acumulacion de
ADO. Por otro lado, la via conocida como no candnica implica la interaccion de
NAD+ como sustrato de CD38 para generar ADP-ribosa (ADPR), que luego se
procesa en AMP por el miembro 1 de la familia de la ectonucledtido
pirofosfatasa/fosfodiesterasa (ENPP1; también conocido como CD203a) y de igual
manera, CD73 se encarga de la produccion de ADO; por lo tanto, CD73
representa el punto donde convergen ambas vias (Allard et al., 2020; Azambuja et
al., 2019).

Una vez generada, la ADO puede tomar distintas vias:

e Unirse y estimular a cuatro diferentes receptores de adenosina acoplados a
proteinas G, llamados A1, A2A, A2B y A3, los cuales difieren en su afinidad

por la adenosina y en las vias de sefializacién asociadas. Los receptores
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A1 y A3 inhiben la actividad de la adenilato ciclasa (AC) y estimulan la
activacién de la fosfolipasa C (PLC). Por otro lado, tanto los receptores A2A
como A2B promueven la actividad de la AC, lo que inicia la sefalizacion
dependiente de cAMP. Sin embargo, el receptor A2B, que tiene una menor
afinidad por la adenosina, también puede activar la PLC. Se ha reportado
que todos los receptores de adenosina desencadenan las vias MAPK y, en
algunos tipos de células, el fosfatidilinositol 3-quinasa; en consecuencia,
esta familia de receptores puede conferir a las células diversas

caracteristicas protumorales (Gessi et al., 2011; Allard et al., 2014).

Metabolizarse a inosina (INO) e hipoxantina (HYP) a través de reacciones
secuenciales de las enzimas adenosina deaminasa (ADA) y purina

nucleodsido fosforilasa (PNP) (Boison y Yegutkin, 2019).

Transportarse al interior de la célula a través de transportadores de
nucledsidos equilibrados (ENT) o concentrados (CNT). Una vez en el
citosol, la ADO puede ser catabolizada a INO por ADA citosdlica, convertida
reversible en S-adenosil-homocisteina (SAH) por S-adenosil-homocisteina
hidrolasa (SAHH) o fosforilada de nuevo a AMP por adenosina quinasa
(ADK). EI ATP intracelular se puede generar después a partir de AMP y
ADP mediante adenilato quinasas. EI AMP ciclico intracelular (AMPc) vy el
AMP también se pueden generar a partir del ATP a través de la actividad
del adenilato ciclasa y la fosfodiesterasa (PDE), respectivamente (Allard et
al., 2020).
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Figura 4. Esquema general de producciéon y senalizacion de la adenosina. Los
precursores de la adenosina, como el ATP, pueden ser liberados al espacio extracelular y
activar receptores purinérgicos, desencadenando respuestas inflamatorias. En la via
adenosinérgica, se convierten en ADO extracelular mediante enzimas como CD39 y
CD73. La eADO puede unirse a receptores purinérgicos o ser metabolizado a inosina.
Dentro de la célula, la adenosina puede ser catabolizada en AMP (Allard et al., 2020).

Por todo esto, la ecto-5'-nucleotidasa, también conocida como CD73, es una
importante glicoproteina en la via adenosinérgica, la cual esta anclada por medio
del glicosilfosfatidilinositol (GPI) y es codificada por el gen NT5E (Roh et al., 2020).
La forma madura de esta enzima consta de 523 aminoacidos y sus formas
funcionales estan presentes en forma de homodimeros con interacciones no

covalentes (Figura 5) (Soleimani et al., 2019).
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El nivel de expresion de CD73 es mas alto en la mayoria de los tumores sélidos
humanos y debido a que el estrogeno suprime dicha proteina en cancer de mama,
las pacientes con el subtipo triple negativo, comunmente sobreexpresan CD73.
Ademas, su presencia esta estrechamente asociada a la condicién de hipoxia (a
través de la activacion de HIF-1a) y a la sobreexpresion de factores EGF, TGF-1,
IL-6, entre otros (Baghbani et al., 2021).

También, es importante destacar que las terapias antitumorales como la
quimioterapia o la radioterapia inducen dano tisular y muerte celular, por lo que la
correspondiente liberacion de patrones moleculares asociados al dafio (DAMP),
como el ATP, pueden contribuir potencialmente al desarrollo del cancer mediante
la accion de la via adenosinérgica, siendo este equilibrio decisivo para el resultado

de un tratamiento clinico dado (Campos-Contreras et al., 2020).

Diversos estudios han observado que existe un potencial vinculo entre los
componentes de la via adenosinérgica y el fenotipo similar a la EMT en diferentes
tumores, ya que se ha observado que la expresion tanto de CD73 como de CD39,
se altera durante procesos metastasicos (Hasmim et al., 2022; Antonioli et al.,
2013).

En este contexto, Zhiy colaboradores (2007) reportaron que el silenciamiento de
CD73 en células tumorales de cancer de mama MB-MDA-231, conduce a una
reduccion significativa del crecimiento, de la adhesion a la matriz extracelular y la

inhibicion de la invasion y la migracion celular.

Ademas, Iser y colaboradores (2022), realizaron un estudio para determinar esta
correlaciéon en 21 tipos de cancer, y encontraron que esta asociacion es altamente
significativa en adenocarcinoma de prostata, el carcihoma de mama, el
adenocarcinoma de ovario y el carcinoma urotelial de la vejiga. Por lo tanto, CD73
se ha convertido recientemente en un objetivo terapéutico potencial para el

tratamiento del cancer.
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Figura 5. Estructura y regulacion de CD73. CD73 esta compuesto por dos subunidades
unidas por enlaces no covalentes y ancladas a la membrana plasmatica mediante un
residuo de serina C-terminal que se conecta a glicosilfosfatidil inositol (GPI). En su forma
madura, el dominio C-terminal proporciona un sitio de unién para AMP, mientras que el
péptido sefal del dominio N-terminal coordina la unién con dos iones metalicos divalentes
cataliticos (Zn* y Co?*). Abreviaturas: AMP, adenosina monofosfato; IFN, interferones;
IL-1B, interleucina-1B3; TGF-B, factor de crecimiento transformante-B; TNF, factor de
necrosis tumoral (Antonioli et al., 2017).

2.5. Pentoxifilina

En general, el desarrollo de nuevos farmacos representa un proceso muy largo y
costoso; por lo tanto, una de las estrategias actuales consiste en utilizar un
medicamento existente que ya ha sido aprobado y aplicarlo para tratar una nueva
enfermedad, lo que conlleva una reduccion significativa en los costos y el tiempo
de investigacion, permitiendo asi encontrar nuevas terapias para enfermedades

como el cancer (Masuda et al., 2020).

La pentoxifiina (PTX) es un derivado sintético de la metilxantina, utilizado
principalmente en la practica clinica para tratar enfermedades arteriales
inflamatorias. Entre estas afecciones se incluye la claudicacién intermitente tanto

en las extremidades superiores como inferiores, asi como enfermedades
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vasculares periféricas, debido a que la actividad de este medicamento se centra
en la reduccién de la viscosidad sanguinea, lo que conlleva una mejora en el flujo
de sangre y la oxigenacion de los tejidos, mostrando durante mas de 40 afios un
buen perfil de seguridad, ademas de que esta asociado con un bajo costo

(Castellanos-Esparza et al., 2018).

Entre las multiples aplicaciones que tiene PTX, diversos estudios han reportado
que este farmaco es efectivo contra distintos tipos de cancer; si bien no esta del
todo claro cual es su mecanismo de accidén preciso, se le ha atribuido a su
capacidad de inhibir fosfodiesteras no especificas (Nidhyanandan et al., 2015), ya
que esta accion permite aumentar los niveles de AMPc, y consecuentemente

conducir al bloqueo del ciclo celular en cancer de mama (Goel et al., 2015).

En lineas celulares de melanoma, se ha reportado que PTX es capaz de reducir
su capacidad metastasica, posiblemente mediante la modulacién de la expresién
de integrinas y metaloproteinasas y la inhibiciéon de la via de senalizacion STAT3
(Dua y Gude, 2008; Kamran y Gude, 2012). Por otro lado, en cancer cérvico
uterino, han propuesto que el efecto antitumoral de PTX puede estar relacionado
con la reduccién de los niveles plasmaticos de citocinas proinflamatorias como
IL-1, IL-6, TNF-a y TGF-B1, la inhibicion de la actividad NF-kB y Smad2/3/4, y la
disminucion de la expresion del inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1)
y la fibronectina en la linea celular Caski (Palafox-Mariscal et al., 2023), mientras
que en la linea celular SIHA, se ha reportado que PTX induce la sensibilizacion de
las células resistentes al cisplatino mediante la activacion de la actividad de la
caspasa-9 y -3, reduciendo la fosforilacion NF-kB/p65 y aumentando la escisién de
PARP-1. (Bravo-Cuellar et al., 2020).

En cancer de mama, también ha demostrado inhibir la migracion y adhesion de
células cancerosas mediante la regulacion de vias de sefializacion como FAK y
Rho GTPasa, asi como la modulacion del ciclo celular. Ademas, se han observado

efectos sinérgicos cuando se combina con otros agentes anticancerigenos como
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la simvastatina y la doxorrubicina (Castellanos-Esparza et al., 2018; Goel y Gude,
2014).

Debido a que la estructura molecular de la PTX presenta similitudes con el AMP, el
sustrato natural de CD73, en nuestro grupo de investigacion se realizé un estudio
in silico de acoplamiento molecular, donde se encontr6 que PTX presenta
interacciones clave con el sitio activo de CD73, por lo que se determin6 que este
farmaco puede unirse a esta proteina e inhibir su capacidad enzimatica (Marcial,
2023). Ademas, Tsiampali y colaboradores, en 2020, encontraron que CD73 regula
y promueve la invasion de gliomas a través de la reprogramacion de la EMT y esta
actividad tumoral fue inhibida con el tratamiento de PTX mediante la reduccién de
CD73y Zeb1.

Sin embargo, Lazarczyk y colaboradores en 2004 examinaron el efecto de PTX en
el desarrollo de tumores metastasicos derivados de adenocarcinoma de colon y
melanoma en los pulmones de ratones y encontraron que tiene una influencia
diferencial en la metastasis segun el tipo de tumor; por lo que su eficacia puede
variar segun el tipo de cancer y la linea celular especifica, ya que de igual manera
se ha encontrado que en ensayos in vivo de adenocarcinoma de colon murino
presenta un efecto opuesto e incluso una inhibicion de la respuesta inmunoldgica

al cancer.

Es por ello que PTX muestra un potencial prometedor como agente terapéutico
contra el cancer, sin embargo, aun se requieren investigaciones mas detalladas
para comprender completamente su mecanismo de accion y su eficacia en

diferentes tipos de cancer y lineas celulares.
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3. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente, el cancer de mama es un gran desafio para la salud publica debido a
los multiples factores que engloban esta enfermedad. En primer lugar, se
caracteriza por una compleja heterogeneidad molecular, que contribuye al
desarrollo de quimiorresistencia, lo que disminuye la efectividad de los
tratamientos convencionales, favorece la recurrencia tumoral y, en consecuencia,
se asocia con un peor pronostico para los pacientes (Turashvili y Brogi, 2017).
Ademas, a pesar de la disponibilidad de terapias estandar, estas presentan
grandes limitaciones, como efectos secundarios severos, elevado costo de
tratamientos y particularmente en el caso del subtipo triple negativo, limitadas
opciones de tratamientos dirigidos. Estos problemas resaltan la necesidad de
encontrar alternativas terapéuticas mas accesibles, eficaces y seguras (Goel y
Gude, 2013; Bianchini et al., 2017).

Dentro de las multiples vias moleculares implicadas en el desarrollo del cancer de
mama, la via adenosinérgica ha emergido como un mecanismo que promueve la
progresion tumoral, en donde CD73, es clave entre otras cosas para la generacion
de ADO, por lo que ha sido identificada como un marcador relevante en varios

tipos de cancer, incluido el de mama (Huang et al., 2019; Soleimani et al., 2019).

Por todo esto, una estrategia prometedora es el reposicionamiento de
medicamentos, ya que permite la identificacion de nuevas aplicaciones para
medicamentos existentes y clinicamente aprobados (Xia et al., 2024). Este
enfoque, reduce significativamente el tiempo y los costos del desarrollo tradicional
de un farmaco, gracias al conocimiento existente sobre su seguridad, farmacologia
y mecanismos de accion, aumentando significativamente las probabilidades de
éxito para su implementacion clinica (Aggarwal et al., 2021). En este contexto,
PTX, un farmaco utilizado principalmente para tratar trastornos vasculares, ha
mostrado potencial antitumoral en diversos tipos de cancer, incluyendo el
glioblastoma, donde su accién ha sido vinculada a la reduccion de CD73
(Tsiampali et al., 2020). Por ende, su potencial para modular esta via y
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contrarrestar la actividad tumorigénica del cancer de mama podria ofrecer una
alternativa terapéutica eficaz, segura y accesible, especialmente en subtipos

agresivos y resistentes a las terapias actuales.

4. HIPOTESIS

Se ha demostrado que PTX tiene efectos antiproliferativos y antimetastasicos en
diversos tipos de cancer; en glioblastoma, estos efectos estan asociados a la
reduccion en la expresion de CD73. Por lo tanto, se espera que el tratamiento con
PTX en lineas celulares humanas de cancer de mama presente un efecto

antiproliferativo y disminuya la expresién de CD73.

5. OBJETIVOS

General:

e Analizar el efecto de PTX sobre la proliferacion celular, expresiéon de
CD73 y moléculas asociadas a la EMT en cuatro lineas celulares de
cancer de mama (HCC-1806, HCC-70, MDA-MB-231 y MCF-7).

Especificos:

e Evaluar el efecto del tratamiento con PTX sobre la proliferacion de
lineas celulares de cancer de mama.

e Evaluar el efecto del tratamiento de PTX sobre la expresion del
ARNm y proteina de CD73 en las células de cancer de mama.

e Evaluar el efecto del tratamiento con PTX sobre la expresion del

ARNmM de genes de la EMT en células de cancer de mama.
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e Evaluar el efecto del tratamiento con PTX en la expresion de TGF-31

en las células de cancer de mama.

METODOLOGIA

6.1. Cultivo celular

Se utilizaron cuatro lineas de células tumorales humanas: HCC-1806
(carcinoma escamoso, TN), MDA-MB-231 (adenocarcinoma, TN), HCC-70
(carcinoma ductal, TN) y MCF-7 (carcinoma ductal infiltrante, LA). Estas
células se mantuvieron en cultivo con medio completo, el cual estuvo
compuesto por: RPMI 1640 (Gibco BRL Life Technologies, USA)
suplementado con suero fetal bovino (SFB; Biowest, USA) al 10%, 100
IlU/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina (Gibco BRL Life
Technologies, USA), y se mantuvieron bajo condiciones de esterilidad en
una incubadora Forma Scientific a 37°C con 5% de CO,, en un ambiente de

humedad saturante.

6.2. Ensayo de proliferacion

Se cultivaron por triplicado 5 x 10* células de cada linea celular (HCC-1806,
MDA-MB-231, HCC-70, MCF-7) en placas de 96 pozos de fondo plano
(Corning Costar, USA), en volumenes finales de 100 pL durante 72 h
(tiempo en el cual se observé una reduccion visible de la proliferaciéon
celular). Posteriormente, se lavaron con solucién amortiguadora de fosfatos
(PBS) y se agregaron 50 pL de cristal violeta (Sigma-Aldrich, USA), se
dejaron incubando durante 20 minutos y se realizaron 3 lavados con agua
milli-Q®. Para su lectura, se afadieron 100 uL de acido acético (JT BAKER,
México) al 10% y se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 570

nm en el lector de placas (Molecular Devices, Silicon Valley, CA, USA).
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6.3. Expresion de ARNm para CD73 y genes de EMT

Para analizar el efecto de PTX sobre la expresion de ARNm de CD73 y
genes asociados a la EMT, se empleo la técnica de RT-PCR como paso
inicial. Se cultivaron 2 x 10° células con una concentracion de 1 mM de PTX
durante 72 h, transcurrido el tiempo se despegaron las células con 1 mL de
TRIzol (Invotrogen, Carlsbad, CA, USA) y se mezclé con 200 pL de
cloroformo para obtener el ARN a partir de la fase acuosa, posteriormente
dicha fase se mezclé con 1 mL de isopropanol para aislarlo y se lavé con 1
mL de etanol 75%; una vez obtenido el ARN, se empled un biofotometro
(Eppendorf, USA) para cuantificarlo de acuerdo a las instrucciones del

manual de usuario de Thermo Fisher (2016).

Para llevar a cabo la retrotranscripcion (RT) y obtener el ADNc, se utilizé el
kit High Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems, California, USA),
mezclado con 2 pyL de ARN (calculado previamente) para un volumen final
de 20 uL. Posteriormente, la amplificacién de los productos de ADNc se
realiz6 mediante PCR de punto final para CD73 en todas las lineas
celulares y mediante qPCR para los genes asociados a la EMT en
HCC-1806 y MDA-MB-231.

Para la PCR de punto final, cada muestra se mezclé con los primers
correspondientes para CD73 y B-actina (Tabla 1), y se les afadio el kit
Master Mix (Promega, USA) para un volumen total de 25 uL; finalmente, se
realizd una electroforesis en gel de agarosa (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) 2.5% y se observaron los resultados con ayuda de una lampara de
luz UV.

En el caso de la qPCR, se utiliz6 como control endégeno HG6PD (Tabla 1),

las muestras se mezclaron con el kit Master Mix SYBR Green/Rox (Thermo
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Fisher Scientific, Lituania) y se amplificaron en el termociclador en tiempo
real (Applied Biosystems, 7500) a 30 ciclos. Las condiciones de
temperatura programadas fueron previamente estandarizadas para

garantizar la amplificacion simultanea de todos los primers:

Inicio: 95 °C 10:00
Desnaturalizacién: 94 °C 00:45 "“~|
Alineacion: 57°C 00:45 = 30 ciclos
Elongacién: 72 °C 00:50 -fj

Final: 75 °C 05:00

Tabla 1. Secuencias de oligonucleétidos para la amplificacion de genes

Marcador Primer Secuencia (5°->3’) Tamaiio de
amplicon (pb)
B-actina Left GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG | 238
Right GGG TCA GAAGGATTCCTATG
H6PD Left GCTACGCTCGGATCTTGTTC |60
Right CCCAGT GCT TTT CGC TCT
CD73 Left CCAGTC CACTGGAGAGTTCC | 111
Right CGA CAC TTG GCG CAA AGA AC
Snail Left GCT GCA GGA CTC TAATCC AGA | 84
Right ATC TCC GGA GGT GGG ATG
Slug Left GTA GGT GCC AGG GTG GAA AT | 500
Right CTGTGG TCC TTG GAG GAG GT
Zeb1 Left TTC ACA GTG GAG AGA AGC CA | 182
Right GCC TGG TGA TGC TGA AAG AG

21



6.4. Deteccion de CD73 mediante citometria

Para analizar la expresion de CD73, se cultivaron 2 x 10° células en
presencia de PTX (Sigma Aldrich, USA) 1 mM durante 72 h en placas de 6
pozos (Nest, USA). Una vez transcurrido el tiempo, se despegaron las
células y se incubaron en oscuridad y a 4 °C durante 30 minutos en una
solucion de PBS-SFB 2% mezclado con anticuerpo monoclonal
anti-CD73/PE (BD Pharmigen, USA) en una dilucion 1:25. Posteriormente,
las células se lavaron dos veces con PBS-SFB 2% y se fijaron con una
solucién de PBS con paraformaldehido (Sigma-Aldrich, USA) al 4%. La
lectura se realiz6 en un citbmetro de flujo espectral Aurora (Cytek
Biosciences, USA), contando un minimo de 10,000 eventos, y los
resultados se analizaron en el software FlowJo (BD Biosciences, San
Diego, CA, USA).

6.5. Cuantificacion de TGF-$1 mediante ELISA

Se cuantificod la concentracién de TGF-B1 producido por células de CaMa
mediante la técnica de ELISA. Para ello se cultivaron 2 x 10° células en
placas de 6 pozos con medio de cultivo RPMI-1640 suplementado al 10%
con SFB, en presencia de PTX 1 mM en los pozos correspondientes
durante 72 h. Transcurrido el tiempo, los sobrenadantes fueron
recolectados y se evalud el contenido de TGF-B1 mediante un ELISA de
acuerdo con el procedimiento establecido por el proveedor, Human TGF-31
DuoSet ELISA (R&D Systems). La lectura de las placas se realizé en el
equipo Glomax Discover (Promega, USA) y el anélisis de densidad 6ptica
obtenidas de la placa de ELISA para generar datos cuantitativos que
permitan determinar la concentracion de la citocina en las muestras con el

software GloMax Discover System Software and Firmware (Promega).
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6.6. Analisis estadistico

Los datos numéricos fueron expresados como promedio + desviacion
estandar en los ensayos realizados por triplicado. Se aplicé una prueba de
Kruskal-Wallis para los resultados de proliferacion y un analisis de varianza
mediante la prueba t de Welch para los resultados del ensayo de ELISA en
el software GraphPad Prism version 10 (La Jolla, CA, USA). Se

consideraron como diferencias significativas aquellas con p<0.05.

7. RESULTADOS

Pentoxifilina reduce la proliferacion de lineas celulares de cancer de

mama humano

El efecto de PTX sobre la proliferacion celular en diferentes lineas celulares de
cancer de mama se evalué mediante un ensayo de tincion con cristal violeta a las
72 h de tratamiento; para ello se aplicaron tres distintas concentraciones del
farmaco: 0.25 mM, 0.5 mMy 1 mM. En las cuatro lineas celulares, se observé una
disminucién en la proliferacion celular de manera dependiente de la concentracién
de PTX, en comparacion con el control sin tratamiento. EI mayor efecto inhibidor
de la proliferacion se observé a 1mM de PTX, por lo cual se optd por usar esta

concentracion en los ensayos posteriores (Figura 6).

23



HCC-1806 MDA-MB-231
2.0 1.5 Kk

%k
1.5
1.0 T
- T
1.0 1 B T
0.5
0.5
© 0.0- T T T 0.0- T T I
O A N A LN
= <~\6° Q‘: Qfa s&o Q‘: °<:
o ° ®
‘0
T
©
S
® HCC-70 MCE-7
c
[ _ %* 1.5
a 0.5 5 K
0.4 | !
—— 1.0
I :
0.3 T -
-
0.2
0.5
0.1
0.0- T T T 0.0- I T T
< @ o 0 € e 0
& o &
(€) (&)

Pentoxifilina [mM]

Figura 6. Efecto de PTX sobre la proliferacion celular de lineas celulares de CaMa.
Se cultivaron 5 x 10* células por triplicado y se les aplico tres distintas dosis de PTX (0
(Control), 0.25, 0.5 y 1 mM) por 72 horas. Los datos se presentan como promedio *
desviacion estandar de tres experimentos independientes. Las diferencias significativas se
indican como *(p < 0,05) y **(p < 0,005), prueba de Kruskal-Wallis.

PTX indujo un incremento en la expresiéon de CD73 en las lineas
celulares MDA-MB-231 y HCC-1806

El efecto de PTX [1 mM] en la expresion de CD73 en las lineas celulares de CaMa
fue analizado a nivel de ARNm mediante PCR punto final y de proteina mediante
citometria de flujo. Los resultados mostraron que la linea celular MDA-MB-231 fue
la que mostrd, de manera basal, los niveles mas altos de este gen en comparacion

con el resto de las lineas celulares analizadas.
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El tratamiento de las lineas celulares con 1mM de PTX durante 72 h indujo
incremento en la expresién de CD73 en las células MDA-MB-231 y HCC-1806. De
hecho, en la linea celular HCC-1806, PTX incrementd en mas del doble la
expresion de CD73 (Figura 7B). Sin embargo, en las lineas MCF-7 y HCC-70 el

tratamiento con PTX no indujo la expresion de CD73 (Figura 7A).
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Figura 7. Efecto de PTX [1 mM] sobre los niveles de expresion de ARNm de CD73 en
lineas celulares de CaMa. A) Se muestra la expresién de ARNm de CD73 en lineas
celulares HCC-1806, MDA-MB-231, MCF-7 y HCC-70, en condiciones basales (-) y
tratadas con 1 mM de PTX (+). La expresion de B-actina se utiliz6 como control de carga.
(B) Se muestra la expresion relativa de CD73/B-actina de las lineas HCC-1806 y
MDA-MB-231 cultivadas en condiciones basales (control), la cual fue normalizada a 1, y
en presencia de 1TmM de PTX.

Por otro lado, la expresion basal de CD73 en las lineas celulares de CaMa,
mediante citometria de flujo, se corroboré que las lineas celulares HCC-1806 y
MDA-MB-231 fueron positivas a la expresion de CD73, mientras que las lineas

MCF-7 y HCC-70 mostraron una expresién marginal (Figura 8).
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Figura 8. Expresiéon de CD73 en condiciones basales de las cuatro lineas de cancer
de mama evaluada mediante citometria de flujo. Histogramas representativos de la
expresion de CD73 en las lineas celulares HCC-1806, MDA-MB-231, HCC-70 y MCF-7.
La senal obtenida con el anticuerpo fluorescente anti-CD73/PE (en azul) se compara con
la autofluorescencia (AF, en rojo).

Con base en estos resultados, el efecto de PTX en la expresiéon de CD73 se
evalué unicamente en las células HCC-1806 y MDA-MB-231. Para ello, también se
utilizd EGF, un inductor conocido de la expresion de CD73, el cual fue utilizado
como control positivo. El tratamiento de las lineas celulares HCC-1806 y
MDA-MB-231 con PTX indujo incremento en la expresion de CD73 de manera
similar al observado en las células tratadas con EGF, Figuras 9 y 10,

respectivamente. Por otro lado, el tratamiento combinado de PTX y EGF,
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promovio fuertemente la expresion de CD73 unicamente en las células HCC-1806

(12.85 veces) (Figura 9).
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Figura 9. Efecto del tratamiento de EGF y PTX [1 mM] sobre la expresion de CD73 de
HCC-1806. (A) Histogramas representativos de la expresiéon de CD73 en HCC-1806 bajo
condiciones basales (control) y tratadas con EGF (20 ng/mL), PTX (1 mM) o la
combinacion de ambos tratamientos (EGF + PTX). (B) Se muestra la Intensidad Media de
Fluorescencia (IMF) de CD73/PE donde la condicion basal (control), fue normalizada a 1.
Figura representativa de tres ensayos independientes.
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Figura 10. Efecto del tratamiento de EGF y PTX [1 mM] sobre la expresiéon de CD73
de MDA-MB-231. (A) Histogramas representativos de la expresion de CD73 en
MDA-MB-231 bajo condiciones control y tratadas con EGF (20 ng/mL), PTX (1 mM) o la
combinacion de ambos tratamientos (EGF + PTX). (B) Se muestra la Intensidad Media de
Fluorescencia (IMF) de CD73/PE donde la condicion basal (control), fue normalizada a 1.
Figura representativa de tres ensayos independientes.

PTX reduce la expresion de ARNm de Snail en HCC-1806 y
MDA-MB-231

Considerando la relacién entre CD73 y el desarrollo de la EMT (Hasmim et al.,
2022), se procedié a analizar el efecto del aumento de CD73 promovido por PTX
sobre tres de los principales factores de transcripcion involucrados en dicho
proceso: Snail, Slug y Zeb1; para lo cual, 2 x 10° células de HCC-1806 y
MDA-MB-231, fueron incubadas durante 72 h en presencia del farmaco, seguido

de la extraccién de ARN y la realizacion de ensayos de RT-PCR en tiempo real.
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Los resultados mostraron un incremento en la expresion de Slug y Zeb1; en
MDA-MB-231, Slug aumenté aproximadamente 72%, mientras que Zeb1
incrementd su expresion en un 117%. Por otro lado, en HCC-1806, Slug mostré un
incremento del 309%, mientras que Zeb1 aumentd un 152%. En linea con estos
resultados, el aumento de CD73 se confirmd en ambas lineas celulares, con un
incremento del 57% en MDA-MB-231 y de 109% en HCC-1806. En contraste, se
observo una reduccion en la expresion de Snail. En MDA-MB-231, Snail disminuyd

un 43%, mientras que en HCC-1806, la disminucion fue 25% (Figura 11y 12).
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Figura 11. Efecto de PTX [1 mM] sobre la expresion de ARNm de genes de la
transicion epitelial-mesenquimal en HCC-1806. La expresién de CD73, Snail, Slug y
Zeb1 se evalu6 mediante qPCR en células HCC-1806 (2 x 10°) tratadas con PTX en
comparacion con el control. El tratamiento con PTX indujo un aumento en la expresion de
CD73, Slug y Zeb1, y una disminucion en Snail. Figuras representativas de tres ensayos
independientes.
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Figura 12. Efecto de PTX [1 mM] sobre la expresion de ARNm de genes de la
transicion epitelial-mesenquimal en MDA-MB-231. La expresion de CD73, Snail, Slug y
Zeb1 se evaludé mediante qPCR en células MDA-MB-231 (2 x 10°) tratadas con PTX en
comparacion con el control. El tratamiento con PTX indujo un aumento en la expresion de
CD73, Slug y Zeb1, y una reduccion de Snail. Figuras representativas de tres ensayos
independientes.

PTX promueve un aumento significativo en la secreciéon de TGF-1 en
MDA-MB-231.

Se ha informado que TGF-31 es una de las principales citocinas reguladoras de la
expresion de CD73, ademas de estar involucrada en diversos procesos que
promueven el desarrollo del cancer (Baghbani et al., 2021; Garcia-Rocha et al.,

2019), por lo que mediante un ensayo de ELISA, se cuantificd la concentracion de
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TGF-B1 presentes en los sobrenadantes tras el tratamiento de PTX en ambas
lineas celulares después de 72 horas.

Los resultados mostraron que el farmaco indujo un aumento significativo en la
secrecion de esta citocina en la linea celular MDA-MB-231 (p=0.0034), mientras
que en HCC-1806 se observd un ligero incremento, el cual no fue

estadisticamente significativo (p=0.3678) (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de PTX sobre los niveles de secrecion de TGF-f1 en HCC-1806 y
MDA-MB-231. Se cultivaron 2 x 10° células HCC-1806 y MDA-MB-231 con tratamiento de
PTX [1 mM] durante 72 h y los niveles de TGF-B1 fueron evaluados en los sobrenadantes
de ambas lineas celulares mediante un ensayo de ELISA; los datos son representativos
de tres experimentos independientes, y se muestran los promedios * DE. Las diferencias
significativas se indican como **(p < 0,005).

8. DISCUSION DE RESULTADOS

El cancer de mama engloba un conjunto de enfermedades con una compleja y
dinamica diversidad molecular, influenciada por factores tanto intrinsecos como
extrinsecos que colectivamente afectan el comportamiento clinico y la resistencia
a farmacos; por ello, la identificacion de marcadores especificos es importante
para una seleccion de tratamiento mas precisa y la aplicacidon de terapias
optimizadas (Nolan et al., 2023). En los ultimos afos, la via adenosinérgica ha

cobrado una mayor relevancia como un mecanismo importante en la progresion
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del cancer, donde la enzima CD73 juega un papel clave al catalizar la hidrolisis del
AMP para generar adenosina, un nucleésido con efectos protumorales que
influyen directamente en el entorno tumoral. Este mecanismo hace de CD73 un
importante mediador funcional que contribuye directamente a la agresividad del
cancer (Chen et al., 2020). Por ejemplo, se sabe que esta via esta implicada en la
estimulaciéon de la angiogénesis, necesaria para el suministro de nutrientes y
oxigeno al tumor, y en la remodelacion del microambiente tumoral para favorecer
la invasién y metastasis (Samanta et al., 2018). Ademas se ha observado que la
sobreexpresion de CD73 esta asociada con un peor prondstico en varios tipos de
cancer, incluido el cancer de mama (Azambuja et al., 2019). Por estas razones, se
buscan farmacos que sean capaces de inhibir esta proteina y de esta manera

reducir la actividad tumorigénica del cancer de mama.

En este contexto, los resultados obtenidos de esta investigacion demostraron que
PTX reduce la proliferacion celular in vitro después de 72 horas de tratamiento en
cuatro lineas de cancer de mama, incluso en las pertenecientes al subtipo triple
negativo. Goel y Gude (2011), demostraron que en la linea celular MDA-MB-231,
PTX reduce la proliferacion mediante la detencion del ciclo celular en GO-G1 y la
induccién de apoptosis. Sin embargo, de igual manera hay reportes donde se
destaca que PTX ademas de generar muerte por apoptosis también es capaz de
inducir autofagia en esta misma linea celular (Castellanos-Esparza et al., 2018),
por lo que es importante mencionar que dicha caracteristica puede promover
cierta resistencia al cancer y funcionar como un factor que favorezca la

supervivencia (Mele et al., 2020).

En cuanto a los ensayos realizados para evaluar CD73, los resultados
demostraron que en condiciones basales, HCC-1806 y MDA-MB-231 expresan
niveles altos de esta enzima, tanto de ARNm, como a nivel de proteina membranal
en comparacién con HCC-70 y MCF-7. Esta variacion en la expresion de CD73
con respecto a las otras lineas celulares, destaca y reafirma la diversidad

molecular que caracteriza esta patologia; Loi y colaboradores (2013), reportaron
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que la expresidon génica de CD73 es significativamente mayor en CMTN, lo que
coincide con lo encontrado en esta investigacion, a excepcion de la linea celular
HCC-70, que a pesar de también ser del subtipo triple negativo, se correlacion6
negativamente con esta proteina, lo cual también habla de naturaleza
inherentemente heterogénea de este subtipo, por lo que proporciona una
poblacion celular mas diversa y susceptible a desarrollar quimiorresistencia, sin
embargo su tasa de proliferacion es considerablemente mas bajo que el resto de
lineas celulares analizadas (Turner et al., 2021). Por otro lado, MCF-7, clasificada
como Luminal A, tiene la presencia del receptor de estrogeno, cuya presencia

regula negativamente el gen de CD73 (Allard et al., 2014).

Contrario a lo planteado en la hipétesis, el tratamiento con PTX [1 mM] durante 72
h, no solo no condujo a una disminucion de CD73, sino que aumentd su expresion
en las lineas celulares HCC-1806 y MDA-MB-231. De acuerdo con Loi y
colaboradores (2013) el incremento en los niveles de CD73 particularmente en
CMTN, se asocia con la quimiorresistencia, la metastasis y un prondstico limitado

para los pacientes.

Esta respuesta posiblemente esté relacionada a la capacidad de PTX para inhibir
fosfodiesterasas (PDE) de manera no selectiva. Las PDE son un grupo de
enzimas que regulan multiples procesos fisiologicos y patoloégicos al catalizar la
hidrolisis del AMPc, un segundo mensajero clave derivado del ATP mediante la
accion de la enzima adenilato ciclasa (AC), convirtiéndolo en su derivado
biologicamente inactivo, el AMP. Por lo tanto, la concentracion de AMPc
intracelular depende del equilibrio relativo entre las adenilil ciclasas y las

fosfodiesterasas (Peng et al., 2018).

PTX al inhibir esta clase de enzimas, promueve una acumulacion de AMPc, capaz
de activar la proteina quinasa A (PKA). PKA es un heterotetramero compuesto por
dos subunidades reguladoras (R) y dos subunidades cataliticas (C), que

normalmente permanecen en forma inactiva, sin embargo cuando aumentan los
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niveles de AMPc, estas moléculas se unen a las subunidades R, por lo que se
disocian las subunidades C de la PKA y migran hacia el nucleo para fosforilar
distintas proteinas, entre ellas la proteina de union al elemento de respuesta al
AMP ciclico (CREB), la cual funciona como un cofactor que desencadena una
variedad de cascadas transcripcionales mediante la activacion de genes con
elementos sensibles al AMPc (conocidos como CRE) ubicados en sus promotores
(Catalano et al., 2016; Ahmed et al., 2016). Diversos estudios sugieren que esta
proteina es capaz de regular positivamente la expresion de CD73, ya que se ha
demostrado que en la region promotora central del gen de CD73 (NTSE) existe un
elemento de respuesta cAMP (CRE) (Che et al., 2018; Cappelli et al., 2020;
Nedeljkovic, 2019), por lo tanto es posible que el aumento de CD73 sea por medio
de la via AMPc/PKA/CREB (Figura 14).

Ademas, los resultados observados podrian estar relacionados a la presencia de
la proteina PTEN en este tipo de cancer, dado que esta proteina puede actuar
como un inhibidor directo en la fosforilacion de CREB. Se ha reportado que la
deficiencia de PTEN es comun en el cancer de mama (Zhang et al., 2020; Zhang
et al., 2024), y particularmente se ha identificado una ausencia basal de esta
proteina en la linea MDA-MB-231 (Hohensee et al., 2017).

En relacion a lo anterior, en un estudio hecho por Loi y colaboradores (2013)
encontré que también aumentan los niveles y actividad de CD73 tras el
tratamiento de doxorrubicina, principalmente en lineas celulares de CMTN vy
HER2+, el cual plantean que posiblemente sea un mecanismo de contrapeso a la
muerte celular generada, relacionado a la accion de CREB, ya que cuando se
aplicé doxorrubicina en combinacion con Naftol AS-E (un inhibidor de esta

proteina), no existié un aumento significativo de CD73 en MDA-MB-231.

Por otro lado, Bullen y colaboradores (2016) reportaron que la PKA también
aumenta la estabilidad de uno de los principales inductores de CD73, HIF-1q,

mediante fosforilaciones en la treonina 63 y la serina 692 de dicha proteina en
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células Hela. De igual manera, en su investigacion, demostraron que con la
adicion de forskolina, un activador de la adenilato ciclasa, aumentan
significativamente los niveles del gen NT5E en condiciones hipdxicas por medio de
la activacion de PKA y la estabilizacién de HIF-1a. Considerando estos resultados,
se puede sugerir otro posible mecanismo de accion de PTX en cancer de mama
similar a la forskolina, relacionado a la interaccién entre PKA y HIF-1a, puesto que

igualmente se observa un aumento en los niveles de CD73 (Figura 14).

Asimismo, en un estudio realizado por Samanta y Colaboradores (2018)
demostraron la amplia asociacién que existe entre las distintas isoformas de HIF y
la induccién de CD73, puesto que encontraron que en la linea celular
MDA-MB-231 tratada con diversos quimioterapéuticos (carboplatino, paclitaxel y
doxorrubicina), inducen la transcripcion genética de CD47, PDL1 y CD73 mediada
por HIF-1a y HIF-2a.

Por ende, se ha descrito que dependiendo del tipo celular y el entorno especifico,
la acumulacién de cAMP y la consecuente activacion de PKA pueden tener un
papel dual o paraddjico en diversos tipos de cancer, incluido el de mama (Zhang et
al., 2024). Esto se debe a que PKA es capaz de activar tanto oncogenes como
genes supresores de tumores, por ejemplo, en 2018, Feng y colaboradores
informaron que el cAMP induce la expresion de CREB3L1 mediante la via
PKA/p38 MAPK y a pesar de que su papel no estda completamente dilucidado, se
ha observado que en cancer de mama triple negativo, este factor de transcripcion
promueve la metastasis; mientras que, mediante la via AMPc/PKA inducida por
IL-24, se estimula la activacion de p38 MAPK y se regulan positivamente factores
apoptoticos extrinsecos de la via de sefializacion Fas/FasL en linea celular
MDA-MB-231 (Persaud et al., 2018).

Incluso el efecto de la activacion de PKA en la proliferacion puede estar
determinado por la proporcidn de sus subtipos, ya que se ha encontrado que la

PKA tipo | promueve la proliferacion, mientras que el tipo I, la disminuye mediante
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la fosforilacion de Raf-1 en la serina 259 y la posterior desactivacion de ERK
(Narayanan et al., 2024; Dhillon et al., 2002).

En cuanto a la implicacion de los hallazgos obtenidos en relacion con la EMT, se
sabe que la regulacion de los factores de transcripcidn involucrados en este
proceso es altamente compleja, ya que depende de multiples vias de sefializacion
intracelular. Sin embargo, se ha descrito que la expresién y actividad de CD73
esta estrechamente asociada con el desarrollo de un fenotipo similar a la EMT en
cancer de mama (Iser et al., 2022). En este estudio, al evaluar los cambios en la
expresion de los genes implicados en el desarrollo de este mecanismo, se observo
que los niveles tanto de Slug, como de Zeb1 aumentaron tras el tratamiento de
PTX en ambas lineas celulares, lo que refuerza la conexion entre la expresion de

CD73 y el desarrollo del fenotipo mesenquimal.

Uno de los principales inductores de estos factores es el TGF-31, el cual se
observod en este trabajo que aumentan sus niveles en la linea celular MDA-MB-231
con el tratamiento de PTX, lo que coincide con lo descrito previamente por nuestro
grupo de investigacion en lineas celulares de cancer cérvico-uterino
(Garcia-Rocha et al., 2019), donde se menciona que existe un bucle de

retroalimentacion positiva entre la expresion de CD73 y la secrecion de TGF-p1.

Por otro lado, a pesar de que se ha reportado que la regulacion positiva de SNAIL
depende de CD73 en cancer de mama triple negativo (Hasmim et al., 2022), se
observod en el presente estudio, una reduccion en los niveles de expresion de este
gen. Este efecto podria estar relacionado con la capacidad de PTX para inhibir al
factor de transcripcion NF-kB, la cual se ha descrito en distintos tipos de cancer,
como el de mama, cérvico-uterino y leucemia (Castellanos-Esparza et al., 2018;
Bravo-Cuellar et al., 2020; Napolitano et al., 2018). Si bien, no es del todo claro su
mecanismo, se ha propuesto que una de las vias implicadas en este proceso es la
elevacion del cAMP vy activacion de PKA mediante la accion del farmaco, con lo

cual se evita la ubiquitinizacién y degradacion de IkB, una proteina unida al
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heterodimero de NF-kB encargada de inhibir su translocacion al nucleo
(Donate-Correa et al., 2022). Por lo tanto, dado que la activacion de NF-kB
favorece la estabilizacion y transcripcion de SNAIL (Wang et al., 2013), su
inhibicion podria explicar la reduccion observada en este factor de transcripcion en

esta investigacion.

En general, los hallazgos de esta investigacidn sugieren que, si bien PTX tiene un
potencial antiproliferativo, su capacidad para aumentar la expresion de CD73 y
modular vias relacionadas con la EMT podria limitar su eficacia como tratamiento;
por lo que la quimioterapia combinada podria representar una alternativa mas
eficaz para su uso en el cancer de mama, con el objetivo de evitar los efectos
adversos observados aprovechando distintos mecanismos de accion.
Nidhyanandan y colaboradores (2015) destacan que los inhibidores de PDEs
presentan una eficacia limitada cuando se administran solos. Por ende,
considerando los mecanismos de accion de PTX propuestos en este trabajo, seria
interesante aplicar simultaneamente este farmaco con inhibidores de CREB o de

HIF-1a para evitar el incremento de CD73.

Sin embargo, otra estrategia de terapia combinada podria fundamentarse en el
aprovechamiento del aumento de la enzima, ya que a pesar de que este fendmeno
es comunmente asociado a la progresion del tumor no necesariamente implica un
desarrollo del mismo, puesto que se ha descrito que cuando la adenosina
generada por esta nucleotidasa no es regulada, su acumulacion en
concentraciones muy elevadas resulta ser citotoxica (Monroy-Mora et al., 2022).
Este efecto ocurre debido a la inducciéon de muerte celular por medio de apoptosis,
tanto por vias extrinsecas, como intrinsecas en distintos tipos de cancer como el
de colon, cérvix y mama (Bahreyni et al., 2018; Nakajima et al., 2015). No
obstante, este efecto depende en gran parte de la presencia y actividad de la
enzima ADA, que degrada la adenosina a inosina como un mecanismo de evasion

de muerte celular. Por lo tanto, también seria relevante administrar un tratamiento
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combinado que incluya un inhibidor de ADA para potenciar los efectos citotoxicos

derivados de la acumulaciéon de adenosina.

Finalmente, es importante mencionar que los estudios donde demuestran el
potencial antimetastasico de la PTX se realizaron los ensayos tras 24 horas de
tratamiento (Goel y Gude, 2011; Goel y Gude, 2013); asimismo, Gotunski y
colaboradores (2018) destacan que es importante evaluar la eficacia de la PTX a
largo plazo, por lo que es necesario considerar si la concentracion y los tiempos
de exposicién a PTX fueron apropiados para inducir la respuesta que se buscaba,
ya que concentraciones mas bajas o tiempos de tratamiento mas largos o mas

cortos podrian dar lugar a la reduccion de CD73.
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Figura 14. Resumen grafico del mecanismo de accion propuesto de PTX en células
de CalMa. PTX inhibe la actividad de PDEs, lo que resulta en un aumento de los niveles
de AMPc. Esto activa la proteina quinasa A (PKA), que a su vez fosforila a los factores de
transcripcion CREB y HIF-1a. Estos factores se unen al promotor del gen NT5E,
promoviendo su transcripcion y conduciendo al incremento en la expresion de CD73.
Imagen creada en Biorender.com
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9.

CONCLUSIONES

PTX es capaz de reducir la proliferacion en lineas celulares de cancer de mama,;
sin embargo, en MDA-MB-231 y en HCC-1806, a las 72 h de tratamiento, se

induce un aumento en la expresion de CD73, acompafiado de un incremento de

factores vinculados con la EMT. Este efecto ocurre posiblemente como un

mecanismo relacionado a la capacidad de PTX para inhibir fosfodiesterasas. Por

lo cual, se necesita comprender mejor los mecanismos subyacentes de los efectos

observados en la expresion de CD73 y otros genes asociados.

10.

11.

PERSPECTIVAS
Evaluar el efecto de PTX sobre CD73 a distintos tiempos de tratamiento.

Analizar el efecto de PTX en la concentracion intracelular de AMPc.

Evaluar la efectividad de terapia combinada en la reducciéon de CD73.
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