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1. RESUMEN

El cancer cérvico-uterino (CaCu) representa un gran problema de salud publica en
México, siendo actualmente la segunda causa de muerte por cancer en mujeres.
En los dltimos afios se ha reportado que la via adenosinérgica juega un papel
importante en el desarrollo del cancer, ya sea favoreciendo la angiogénesis, la
proliferacion y metastasis de las células tumorales, o inhibiendo las funciones
efectoras de la respuesta inmune a través de la generacion de grandes cantidades
de adenosina (ADO). Por otra parte, se sabe que los niveles de ADO son
regulados de manera importante por la actividad de adenosina deaminasa (ADA),
y se ha propuesto que la alta concentracion de ADA en el microambiente tumoral
(TME) puede ser un mecanismo compensatorio contra la acumulacion toxica de
sus sustratos, debido al aumento del metabolismo de purina y pirimidina en tejidos
cancerosos. Por tanto, ADA podria otorgar una ventaja selectiva a las células
cancerosas para su sobrevivencia. En el presente estudio se determind la
expresion de la proteina ADA en las lineas celulares de CaCu: HelLa (HPV+),
CaSki (HPV+) y C33A (HPV-), y se analiz6 la actividad funcional y la propiedad de
esta enzima para proteger a estas células tumorales del potencial efecto citotéxico
de ADO extracelular. Al detectar la expresion de ADA, se encontraron niveles
mayores de ADA intracelular (ADA-IC) respecto a la encontrada en membrana
(ADA-Mem) en las lineas celulares HeLa y C33A, asi como en PMBC. Las tres
lineas celulares de CaCu en cultivo fueron capaces de desaminar eficientemente
ADO a INO. Asimismo, lisados de estas lineas celulares también mostraron alta
capacidad para desaminar ADO, la cual correspondié con los contenidos de ADA-
Total detectados en las células tumorales. La adicion de (Hidrocloruro de
adenina(eritro-9-(2-Hidroxi-3-nonil) (EHNA), un inhibidor especifico con funcion
irreversible de la actividad de ADA, inhibié completamente su actividad enzimatica,
y de la misma forma inhibié6 de manera dosis dependiente la proliferacion de las
células tumorales de CaCu. No obstante, las células tumorales C33A y las PMBC,
quienes presentaron los mas altos contenidos de ADA-Total, fueron mas
resistentes al tratamiento con EHNA. De manera interesante, el tratamiento de las

células tumorales con la concentracion respectiva de EHNA para inhibir la

10
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proliferacion celular en 50% (ICso), indujo apoptosis y desestabilizacion de la
membrana mitocondrial en un alto porcentaje de las células tratadas de manera
comparable a Cisplatino, utilizado como control positivo, ademas de revertir de
manera importante la resistencia de las células tumorales de CaCu al efecto

citotdxico de altas concentraciones de ADO.

Estos resultados permiten sugerir que la presencia de ADA en las células
tumorales de CaCu puede tener un efecto protector ante altas concentraciones de
ADO contenidas en el TME, y que la inhibicion de ADA puede ser una estrategia a

seguir en el tratamiento de esta enfermedad.

11
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2. MARCO TEORICO

2.1. Cancer

El cancer representa un amplio espectro de condiciones causadas por una falla de
los controles que normalmente rigen la proliferacion, la diferenciacion y la
supervivencia celular (Delves et al., 2015). Estas células anormales dan lugar a
clonas, que al proliferar pueden generar un tumor o neoplasia de tamafo
considerable (Kindt et al., 2007).

Para que una célula dé origen a un tumor, primero debe acumular multiples
mutaciones, y éstas deben ocurrir en genes responsables del control de la
multiplicacion y la supervivencia celular (Parham, 2011). Las mutaciones que
promueven el desarrollo del cancer lo hacen por medio de la conversién de proto-
oncogenes en oncogenes, o por medio de la inactivacién de genes supresores de
tumores (Alberts et al., 2008).

En el afio 2000, Hanahan y Weinberg enumeraron las caracteristicas fisiologicas
gue son propias de las células tumorales (Fig. 1). A estas caracteristicas se les
llamaron “Hallmarks of cancer” y son: la autosuficiencia en sefales de
proliferacion, la insensibilidad a sefiales antiproliferativas, la evasion de la muerte
celular, la inmortalidad replicativa, la produccién de nuevos vasos sanguineos y la
invasion a otros tejidos (metastasis) (Hanahan & Weinberg, 2000). En una revision
actualizada de su trabajo, propusieron dos nuevas caracteristicas, que son la
reprogramacion del metabolismo y la evasion de la respuesta inmune antitumoral
(Hanahan & Weinberg, 2011).

12
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Figura 1. Caracteristicas que adquieren las células tumorales durante el desarrollo tumoral. Tomado y
modificado de Hanahan et al., 2011.

2.2. Incidencia y mortalidad por cancer

A nivel mundial en 2018, hubo 18.1 millones de nuevos casos de cancer y 9.6
millones de muertes debido al cancer; de los cuales el 57% (8 millones) de los
nuevos casos de cancer y el 65% (5,3 millones) de las muertes por cancer se

presentaron en paises en vias de desarrollo (Ferlay et al., 2018).

Tomando en cuenta la incidencia del cancer en ambos sexos, el cancer de pulmon
es el de mayor frecuencia (11.6% del total de casos), seguido por el cancer de
mama femenino (11.6%), cancer de proéstata (7,1%) y cancer colorrectal (6,1%).
Mientras que entre los tipos de cancer de mayor porcentaje de mortalidad
destacan el cancer de pulmén (18.4% del total de muertes por cancer), cancer
colorrectal (9,2%), cancer de estdbmago (8,2%) y cancer de higado (8,2%) (Bray et
al., 2018).

13
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2.3. El cancer cérvico-uterino (CaCu)

El cancer cérvico-uterino (CaCu) es el cuarto cancer de mayor incidencia y
mortalidad en las mujeres, con un estimado de 569,847 nuevos casos y 311, 365
muertes en 2018, de las cuales 85% (266,000) se registraron en paises en vias de
desarrollo, lo que representa el 7,5% de todas las muertes por cancer en las
mujeres (Bray et al., 2018). En México, anualmente se estima una ocurrencia de
20,444 casos, con una incidencia de 35.4 casos por cada 100,000 mujeres, y
representa la segunda causa de muerte por tumores genitales, con una tasa de
11.3 muertes por cada 100,000 mujeres (Ervik et al., 2016; INEGI, 2018).

El desarrollo de CaCu se asocia estrechamente (99.7%) con la infeccion por el
virus de papiloma humano de alto riesgo (HPV-AR, por sus siglas en inglés)
(Walboomers et al., 1999). Sin embargo, una infeccion por HPV-AR se considera
una causa necesaria pero no suficiente para el desarrollo del CaCu (Mufioz et al.,
2003). La progresion de la infeccién por HPV-AR en el CaCu esta respaldada por
otros cofactores que incluyen el uso a largo plazo de anticonceptivos orales,
multiples parejas sexuales, inicio de la actividad sexual a edad temprana,
consumo de tabaco (Castellsagué & Mufioz, 2003), y factores biolégicos, como la
vaginosis bacteriana (VB) o las infecciones de transmision sexual (ITS), los cuales
alteran el microambiente vaginal y se han identificado como cofactores en la
persistencia de una infeccion por HPV (Guo et al., 2012; Vriend et al., 2015; Clarke
et al., 2012). La gran mayoria de las mujeres infectadas por HPV-AR nunca
desarrollan CaCu porque una respuesta inmune adecuada, es capaz de controlar
la infeccidn y prevenir su progresion a una lesién precancerosa (Insinga et al.,
2011). Sin embargo, a pesar de que la respuesta inmune contra antigenos de HPV
eliminan a la mayoria de las infecciones y lesiones precursoras en las mujeres, el
desarrollo del CaCu esté inevitablemente ligado a la evasion y supresion de la
respuesta inmune, asi como a mecanismos intrinsecos de las células tumorales

que favorecen su proliferacion, invasion y metastasis (Doorbar et al., 2012).

14
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2.4. Microambiente tumoral y sus componentes

Las células cancerosas proporcionan el estimulo inicial critico para el
establecimiento del microambiente tumoral (TME, por sus siglas en inglés) y la
formacion de tumores, pero representan solo una parte menor de la masa tumoral
general y dependen criticamente de los elementos restantes del TME para la
supervivencia, proliferacion y metastasis (Rashidian et al., 2015). El porcentaje de
las células cancerosas reales dentro de un tumor puede variar significativamente,
dependiendo del tipo histologico, el sitio de la arquitectura del tumor (margen
invasivo o el centro hipéxico y a menudo necrotico de las lesiones mas

avanzadas), estadio de la enfermedad y tratamientos anteriores (Kalinski, 2017).

Los tipos de células no tumorigénicas mas abundantes son los fibroblastos
asociados al cancer (CAFs, por sus siglas en inglés) que residen en el estroma
tumoral y participan activamente en la regulacién del desarrollo tumoral (Han et al.,
2015). Ademas de los CAFs, otras células del estroma que residen en o son
reclutadas para el TME, tales como las células troncales/estromales
mesenquimales (MSCs, por sus siglas en inglés) y adipocitos, pueden regular
varias funciones en las células malignas durante el desarrollo del tumor (Karnoub
et al., 2007; Nieman et al., 2013). Otro componente celular importante del TME
son las células endoteliales, que participan en la vascularizacioén del tumor, lo cual
es esencial para proporcionar los nutrientes y el oxigeno necesario, y también
para servir como una ruta para que las células cancerosas generen metastasis
(Piétila et al., 2016).

Los tumores también atraen a menudo muchos componentes celulares del
sistema inmune innato, como macrofagos, células supresoras de origen mieloide
(MDSC, por sus siglas en inglés), monocitos, células NK y mastocitos, asi como
células componentes del sistema inmune adaptativo, como las células T
citotoxicas, células T de memoria y diferentes tipos de células B. La actividad
proinflamatoria es esencial para el desarrollo de tumores, y la inflamacién cronica

se ha relacionado con la formacion de tumores. Por otro lado, la capacidad de las

15
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células tumorales para evadir y suprimir el sistema inmune es esencialy para su
supervivencia y actividad metastésica (Fig. 2) (Dvorak, 1986; Kanterman et al.,
2012).
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Figura 2. Las células del microambiente tumoral. La transformacion neoplasica suele ir acompafada de la
formacion de un lecho tumoral y de profundas alteraciones en el tejido conectivo y el estroma circundantes, un
proceso que culmina en el establecimiento de un microambiente tumoral (TME). ECM, matriz extracelular.
CAF, fibroblastos asociados a cancer. MSC, células estromales mesenquimales. Tomado y modificado de
Turley, 2015.

2.5. Via adenosinérgica en la supresion de la respuesta inmune antitumoral

Entre los mecanismos inmunosupresores que impiden la inmunidad antitumoral,
se encuentra la activacion del sistema purinérgico que conduce a la acumulacion
extracelular de adenosina (ADO), la cual es considerada como una estrategia
potente y generalizada que los tumores explotan para escapar de la vigilancia
inmunoldgica (Allard et al., 2016).
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El sistema purinérgico es un sistema seleccionado evolutivamente que depende
de las funciones de las células inmunitarias, asi como de las interacciones célula a
célula, la secrecidon de citocinas y quimiocinas, la eliminacion de antigenos de
superficie, la eliminacion de patdégenos intracelulares y la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Haskoé et al., 2008; Trautmann, 2009; Junger, 2011).
Los mediadores purinérgicos, como el trifosfato de adenosina (ATP) y la ADO, se
liberan en el espacio extracelular en respuesta a las perturbaciones metabdlicas, y
funcionan como sefiales externas que permiten regular las respuestas inmunitarias
(Fredholm et al., 2011).

En el TME, el ATP se libera abundantemente en el espacio extracelular debido a
la muerte celular, el estrés celular, o mediante la exocitosis de vesiculas
intracelulares y la activacion de los canales de panexina/conexina en las células
inmunes y las células endoteliales (Pellegatti et al., 2008; Kroemer et al., 2013;
Lazarowski, 2012). Una vez en el medio extracelular, las acciones proinflamatorias
del ATP a través de la activacion de los receptores purinérgicos P2X y P2Y
expresados por las células inmunitarias tienen un papel critico en el inicio de las
respuestas inmunitarias anticancerigenas (Kroemer et al., 2013; Aymeric et al.,
2010; Ghiringhelli et al., 2009). Sin embargo, las sefiales potentes presentes en el
TME pueden favorecer la degradacion del ATP en ADO inmunosupresora y, por lo
tanto, interrumpir la inmunidad antitumoral (Allard et al., 2016; Sitkovsky et al.,
2014).

El ATP y la ADO extracelulares, tienen efectos opuestos en las respuestas de las
células inmunitarias, actuando como un Yin-Yang. ATP y ADO mantienen el
equilibrio entre los mediadores pro y anti-inflamatorios, respectivamente, en los
tejidos para mantener la homeostasis. En situaciones patolégicas como el cancer,
este equilibrio se altera a favor de la ADO con consecuencias que afectan la

progresion y el resultado de la enfermedad (Fig. 3) (Whiteside, 2017).
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Figura 3. Balance de ATP/ADO, durante la inflamacién. Durante la inflamacién, altos niveles de ATP son
producidos por la muerte o dafio celular en el sitio de inflamacién. Este ATP atrae células inflamatorias al sitio
de inflamacién, activandolas y potenciando su activacion. Estas células comienzan a producir factores pro-
inflamatorios, como ROS Yy citocinas, las cuales inhiben a las enzimas que desfosforilan al ATP, como CD39 y
CD73. Eventualmente, en el sitio de inflamacion, los niveles de ATP disminuyen mientras las células mueren,
pero también facilitan la desfosforilacion de ATP a ADO. Como consecuencia los niveles de ADO
incrementan. Esta desfosforilacion de ATP es facilitado por el ambiente hipoxico, el cual incrementa la
actividad de CD39 y CD73. La hipoxia también disminuye los transportadores de nucledsidos (NT), por lo que
la ADO extracelular se mantiene en concentraciones altas. La ADO con sus propiedades anti-inflamatorias
facilitara la resolucion o inhibicién de la inflamacion. Tomado y modificado de Faas et al., 2017.

La ADO es un nucleésido de purina endégeno compuesto de adenina unida a la
ribosa, que desempefia un papel importante en diversos procesos fisiologicos
(Muller-Heagele et al., 2014). Este metabolito se produce tanto en sitios
extracelulares, como intracelulares y sus niveles en los tejidos estan calibrados

por la actividad de varias enzimas clave (Whiteside, 2017).

La produccidon de ADO extracelular se realiza mediante la hidrélisis de ATP
mediada por la actividad coordinada de CD39 (ectonucleotidasa trifosfato
difosfohidrolasa- 1; E-NTPDasal), que hidroliza el grupo fosfato del ATP vy
difosfato de adenosina (ADP), en una forma dependiente de Ca?* y Mg?*, para
producir monofosfato de adenosina (AMP); y de CD73 (ecto-5-nucleotidasa; Ecto
5'NTasa), que hidroliza el AMP para generar ADO (Fig. 3) (Antonioli et al., 2013).
La ADO puede ser producida por células tisulares, incluidas las células tumorales,
o por células del sistema inmune, incluidas las Treg adaptativas o inducibles
(iITreg) y las células MDSC, que expresan CD39 y CD73 (Mandapathil et al., 2010;
Deaglio et al., 2007; Rhyzov et al., 2011; Borsellino et al., 2007). Por otra parte, la
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ADO intracelular se produce por hidrolisis de cAMP (AMP ciclico; 3’5 -cAMP)
mediante fosfodiestarasas (PDE), o de AMP a través de 5 nucleotidasa intracelular
(CD73). Otra fuente de ADO intracelular resulta de la conversion de S-adenosil
homocisteina en ADO por la actividad de la enzima citoplasmatica S-adenosil
homocisteina hidrolasa, la cual una vez producida es liberada al ambiente
extracelular por medio de transportadores de nucledsidos equilibradores (NTs, por
sus siglas en inglés) que residen en la membrana celular (Antonioli et al., 2012;
Montesinos et al.,, 2002). Alternativamente, la ADO intracelular puede
experimentar una desaminacion rapida a través de la enzima adenosina
deaminasa (ADA), que la convierte en inosina (INO) o puede entrar en una reserva
de nucleotidos de purina a través de la actividad de la adenosina quinasa (AK)
convirtiéndola en AMP (Antonioli et al., 2014), siendo ademas esta ultima enzima

la que controla los niveles intracelulares de ADO (Fig. 4) (Allard, B et al., 2016).
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Figura 4. Vias extracelulares e intracelulares de la ADO. Diagrama esquematico que muestra los

mecanismos que afinan la magnitud y/o la duracién de la transmision adenosinérgica. Tomada y modificada
de Antonioli et al., 2014.
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En el entorno extracelular, la ADO puede activar localmente a 4 subtipos de
receptores especificos acoplados a proteinas G (ARs: ALR, A2aR, A2bR y A3R),
gue se expresan en varios tipos de células, incluidas las células de la respuesta
inmune. Al involucrar a estos receptores, ADO puede modular las respuestas
mediadas por las células inmunitarias (Muller-Heagele et al, 2014). A1R y A2aR
son receptores de alta afinidad (A1R mas que A2aR), mientras que A2bR y A3R
son receptores de baja afinidad. Al activar estos receptores, la ADO activa o
desactiva la adenil ciclasa (AC) y modula los niveles y la actividad de cAMP. A2aR
y A2bR estimulan la AC y aumentan los niveles de cAMP, mediando asi la
inhibicion de la respuesta inmune. Mientras que A1R y A3R inhiben la AC y
regulan a la baja el cAMP, lo que resulta en la activacion de las respuestas

inmunitarias (Ralevic y Burnstock, 1998).

El resultado general del alza de los niveles de ADO en el microambiente del tejido
conduce a una regulacion negativa de las respuestas inmunitarias. Esta
inmunosupresion mediada por ADO normalmente representa un bucle
autorregulador, que sirve para proteger al huésped de una activacion inmunitaria
excesiva y respuestas inflamatorias que podrian resultar en dafios en los tejidos.
Sin embargo, en un tumor, un exceso de ADO generado en el microentorno
inflamatorio crénico suprime de manera indiscriminada todas las respuestas
inmunitarias, incluidas las que atacan al tumor, por lo que permite el crecimiento
del tumor y su escape del control inmunitario (Haské et al., 2004; Blay et al.,
1997).

Se ha reportado (Vaupel y Mayer, 2016), que las altas concentraciones de ADO
(10-100uM) generadas en el TME hipoxico pueden ejercer efectos negativos
importantes en el huésped a través de la sefializacion mediante los ARs. Por un
lado, suprimiendo las células que participan en la respuesta inmune antitumoral
como linfocitos T citotéxicos CD8+ (LTC), células NK, células dendriticas (DCs,
por sus siglas en inglés), etc (Vaupel y Multhoff, 2016); y, por otro lado,
favoreciendo la proliferacion, invasion y metastasis de las células tumorales (Otha,
2016 & Antonioli et al., 2016).
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2.6. ADA regula la supresion de la respuesta inmune

ADA es una enzima clave involucrada en la ruta degradativa de la ADO a INO, y
se describe generalmente, como una enzima monomérica pequefia (40 kDa) de
363 residuos aminoacidicos. En humanos, se han identificado diferentes isoformas
de ADA designadas como adenosina deaminasa-1 (ADA1l) y adenosina
deaminasa-2 (ADA2) (Antonioli et al., 2012).

La isoenzima ADAL es la mas conocida. Se expresa de forma ubicua en todos los
tejidos y eritrocitos. Los niveles mas altos de ADAL se encuentran en el duodeno y
en el sistema linfoide como los ganglios linfaticos, el bazo y el timo. La funcion de
ADAL1 es principalmente reducir los niveles intracelulares de ADO, que es toxica
para las células, especialmente para los linfocitos, y para proteger a las células de
la apoptosis (Niitsu et al., 1998; Aldrich et al., 2000). ADA1, juega un papel critico
en la maduracion de las células linfoides en los seres humanos, pues esta enzima
es crucial en el desarrollo del sistema inmunolégico, y en la funcién y regulaciéon
de las células inmunitarias (Blackburn y Kellems, 2005; Franco et al., 2007;
Ghaemi et al., 2011). Ademas de patrticipar en el catabolismo de la ADO, la ADAl
puede interactuar con la proteina transmembranal dipeptidil peptidasa-1V (CD26),
para mantenerse en la superficie celular y actuar como una ecto-enzima. El
complejo resultante esta profundamente involucrado en la regulacion de los
niveles de ADO extracelular. Por otra parte, la interaccion ADA/CD26 desempefia
un papel importante en la poblacion de linfocitos T CD4+ auxiliares/memoria,
donde CD26 se expresa marcadamente (Ungerer et al., 1992). Una vez formado,
este complejo participa en la modulacion de las sefales coestimuladoras, lo que
aumenta la proliferacion y diferenciacion de estas células inmunitarias (Cortés et
al., 2014).

La ADA2 se ha detectado solo en los eucariotas y organismos multicelulares,
principalmente en el espacio extracelular, y se ha clasificado como un factor de
crecimiento de ADA (ADGF), debido a su papel en el desarrollo del tejido (lwaki-
Egawa et al., 2006). Ademas, la concentracion de ADA2 en suero se correlaciona
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con la progresion del crecimiento tumoral, lo que identifica a ADA2 como un
biomarcador conveniente para monitorear el tratamiento de pacientes con cancer
(Roberts et al., 2012). Se cree que los monocitos, macréfagos y DCs activadas en
los sitios de inflamacion y en el TME son la principal fuente de ADA2 en plasma y

fluidos pleurales (Zavialov et al., 2010).

2.7. Actividad de ADA en células tumorales

Se ha sugerido que ADO es capaz de inducir apoptosis en células tumorales, ya
sea por via intracelular o extracelular. En la via intracelular la ADO es introducida
al citoplasma a través de los NTs, en donde se convierte en AMP por la accion de
la AK. EI AMP producido es capaz de activar la proteina cinasa activada por AMP
(AMPK), quien es responsable de inducir apoptosis, tal como se ha reportado en
células humanas de céancer gastrico GT3-TKB y HGC-27 (Fig. 5A) y de
hepatocarcinoma (HuH-7) y en células de mesotelioma pleural maligno (MPM)
(Tsuchiya et al., 2015; Yang et al., 2011; Nakajima et al.,, 2015). Por la via
extracelular, se ha reportado que ADO induce apoptosis mediante su interaccién
con ARs. A través de la interaccidbn con A1R en células de cancer de colon
humano (CW2) y células de astrocitoma de rata (RCR-1) (Saito et al., 2010; Sai et
al., 2006); con A2aR en cancer de colon humano (Caco-2) y células HepG2
(Yasuda et al., 2009; Tamura et al., 2012); con A2bR en céancer de mama
(Panjehpur et al., 2007); y con A3R, en células de cancer gastrico MKN28 y
MKN45 (Tsuchiya et al., 2015) (Fig. 5B) y carcinoma hepatocelular (Bar-Yehuda et
al., 2008). La participacion de ADO a través de la via extrinseca para inducir
muerte por apoptosis en células tumorales de varios tipos de cancer ha sido
dilucidada mediante el bloqueo farmacolégico de los ARs, o de los NTs (Yang et
al., 2011). Sin embargo, a pesar de que se sabe que ADO es toxica, inclusive para
las células tumorales, estudios recientes han reportado que la enzima ADA puede
tener un efecto protector en las células tumorales ante la presencia de altas

concentraciones de ADO intra o extracelular. Por ejemplo, la inhibicion de ADA,
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con el inhibidor especifico EHNA, indujo apoptosis en varias lineas celulares de
MPM vy suprimié el crecimiento tumoral en ratones inoculados con células de
MPM, sugiriendo que la inhibicibn de ADA fue esencial para la induccion de

apoptosis en las células de MPM (Nakajima et al., 2015).
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Figura 5. Apoptosis inducida por ADO de células de cancer g astrico. A) Via apoptética inducida por
adenosina para células GT3-TKB y HGC-27; B) Via apoptotica inducida por adenosina para las células
MKN28 y MKN45. Tomado de Tsuchiya et al., 2015
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3. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer representa un gran problema de salud publica a nivel mundial, siendo
actualmente una de las principales causas de muerte, debido a que su desarrollo
esta inevitablemente ligado a la evasién y supresion de la respuesta inmune, asi
como a la proliferacion, invasion y metastasis de las células tumorales. Por tanto,
resulta importante enfocar estudios para dilucidar los mecanismos celulares y

moleculares que favorecen estas sefiales distintivas del cancer.

Recientemente se ha descrito que la generacion de grandes cantidades de ADO a
través de la via adenosinérgica, es un evento que ocurre comunmente en el TME
para favorecer la supresion de la respuesta inmune y el desarrollo tumoral.
Nuestro grupo de trabajo ha reportado que células tumorales de CaCu positivas a
HPV-AR expresan altos niveles de la ectoenzima CD73 en la membrana celular y
producen grandes cantidades de ADO cuando son cultivadas en presencia de
AMP y que esta propiedad esta asociada con la capacidad de suprimir
fuertemente las funciones efectoras de linfocitos T citotdéxicos (Mora-Garcia et al.,
2017). Por otro lado, se sabe que este nucledsido es toxico, inclusive para las
propias células tumorales. Sin embargo, estudios recientes muestran que la
desaminacion de ADO a INO mediante la actividad enzimética de ADA puede
inhibir el efecto citotéxico de ADO, y que la inhibicion de ADA es capaz de inducir
apoptosis en las células tumorales de MPM por acumulacién de ADO intracelular,
lo que ha sugerido que la actividad de ADA en estas células tumorales puede
tener un efecto protector ante la presencia de ADO (Nakajima et al., 2015).
Tomando en consideracion que células tumorales de CaCu tienen la capacidad de
desaminar rapidamente la ADO a INO (Avila-lbarra, 2011; Avila-lbarra, 2014), el
presente estudio se realizd con la finalidad de analizar si la inhibicion de ADA en
las células tumorales de CaCu disminuya su proliferacion y viabilidad en presencia
de ADO. Lo anterior puede ser de gran relevancia para disefiar estrategias
terapéuticas para el tratamiento del CaCu mediante la inhibicion de ADA.
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4. HIPOTESIS

Se sabe que ADO induce apoptosis en diferentes tipos de células tumorales ya
sea por su interaccion con ARs (via extrinseca) o por la conversion intracelular de
ADO en AMP y activacibn de AMPK (via intrinseca). No obstante, estudios
recientes muestran que la desaminacion de ADO a INO mediante la actividad
enzimatica de ADA puede inhibir el efecto citotoxico de ADO en las células
tumorales. Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que células tumorales de
CaCu presentan alta capacidad para convertir ADO en INO y su proliferacion es
parcialmente inhibida ante la presencia de altas concentraciones de ADO,
sugiriendo un efecto protector de ADA en estas células tumorales. Por tanto, si se
inhibe la actividad enzimatica de ADA en las células tumorales de CaCu, entonces

se espera que éstas disminuyan su proliferacién y viabilidad en presencia de ADO.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general.

Analizar el efecto de la inhibicibn de adenosina deaminasa (ADA) en la

proliferacion y viabilidad de células tumorales de CaCu.

5.2. Objetivos particulares.

» Determinar la presencia de ADA en células tumorales de CaCu.
» Determinar la actividad enzimatica de ADA en células tumorales de CaCu.
* Analizar el efecto de la inhibicion de ADA sobre la proliferacion de células

tumorales de CaCu en presencia de ADO.
* Analizar el efecto de la inhibicion de ADA en la induccién de apoptosis en

las células tumorales de CaCu.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Cultivo celular

Se utilizaron tres lineas celulares de CaCu, HeLa (VPH-18), CaSki (VPH-16) y
C33A (VPH-), las cuales se cultivaron con medio RPMI 1640 de (GibcoBRL Life
Technologies) suplementado al 10% con Suero Fetal de Bovino (SFB) (GibcoBRL
Life Technologies), antibidticos penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 ug/mL, y
fueron mantenidas 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.

6.2. Obtencion de células mononucleares de sangre periférica (PMBC)

Como control normal en todos los experimentos, se utilizaron células
mononucleares de sangre periférica (PMBC, por sus siglas en inglés) extraidas de
donadores sanos. Para ello se obtuvieron de 10-20mL de sangre periférica con
ayuda de un vacutainer con anticoagulante ACD (BD, USA). La muestra fue
procesada y centrifugada a 2000 rpm por 10 minutos con la finalidad de separar el
plasma del paquete celular. Con una pipeta serologica el plasma fue retirado y
almacenado en congelacion en tubos estériles. El paquete celular se colocé en un
tubo Falcon de 50ml, posteriormente las células fueron diluidas en un volumen
igual de amortiguador de fosfatos (PBS). En tubos Falcon de 15ml se agreg6
Ficoll-Histopaque (Sigma-Aldrich, USA) con una densidad de 1.077 g/mL e
inmediatamente se afiadio lentamente sobre el Ficoll la sangre diluida (proporcion

1:2 de Ficoll-Histopaque: sangre diluida) utilizando una pipeta seroldgica.

Después el tubo se centrifugd a 1000 rpm durante 30 minutos. Terminado este
tiempo, se aislé cuidadosamente la banda de color blanco conteniendo las PMBC
y se colocaron en un tubo de 50ml (Corning, USA) completando a un volumen de
20 ml con PBS estéril y se centrifugd a 2000 rpm por 5 minutos. Posteriormente se

decant0 el sobrenadante y se realizaron dos lavados mas con 4ml de PBS estéril.
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Después de realizar los lavados, las células mononucleares fueron resuspendidas
con medio ISCOVE'S-modificado (Sigma-Aldrich, USA) suplementado con 10% de
Suero Fetal Bovino (SFB), 4mM de L-glutamina, 1mM de Piruvato de Sodio, 20uM
de 2-Mercaptoetanol y una mezcla de aminoacidos no esenciales (Gibco BRL,

USA), ademas de antibioticos (penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 pg/mL).

Dado que la expresion de ADA incrementa en linfocitos T activados (Codero et al.,
2001), las PMBC fueron cultivadas en presencia de perlas recubiertas de los
anticuerpos CD2/CD3/CD28 (Miltenyi Biotec, USA), en una proporcién 2:1 de
PMBC:perlas, e incubados a 37 °C, 5% de CO? por 72 horas, para obtener
linfocitos T activados y utilizarlos como control positivo de la expresion de ADA en

los ensayos funcionales.

6.3. Expresiéon de ADA en células tumorales de CaCu

Para detectar la presencia de ADA en membrana (ADA-Mem) o de manera total
(ADA-Total) en las células tumorales de CaCu, se empled un ensayo de citometria
de flujo. En una placa de 96 pozos se colocaron 5x10° células por pozo de cada
linea celular. Para la determinacion de ADA-Mem, las células fueron incubadas
durante 30 minutos a 4°C con un anticuerpo primario policlonal (hecho en conejo)
anti-ADA humano (Creative Diagnostic, USA) a una dilucion 1:10 con solucién
amortiguadora (PBS + 2% SFB). Posteriormente las células fueron lavadas dos
veces con solucién amortiguadora e incubadas durante 15 minutos a 4°C con un
anticuerpo secundario anti-lgG de conejo hecho en raton y marcado con PE (R&D
Systems, USA). Las células fueron lavadas dos veces con solucion amortiguadora
y posteriormente se resuspendieron en 200uL de solucion fijadora (PBS + 2% de
paraformaldehido) y se transfirieron a tubos para su lectura en citometro de flujo.
Para determinar ADA-Total, las células fueron previamente fijadas durante 10
minutos con solucion fijadora posteriormente fueron permeadas con 100uL de
soluciébn Perm/Wash (saponina 1%) (BD, USA). Inmediatamente después las

células fueron incubadas con el anticuerpo anti-ADA durante 30 minutos, y
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después fueron lavadas dos veces con la solucibn Perm/Wash y posteriormente
incubadas con el anticuerpo secundario anti-lgG-PE durante 15 minutos a 4°C.
Después de lavar las células con Perm/Wash, éstas se colocaron en tubos para su
lectura en citdmetro de flujo (FACS Aria, BD, USA). Como controles de fondo y
auto fluorescencia se utilizaron células tefidas Unicamente con anticuerpo
secundario y sin tefiir, respectivamente. Para calcular ADA-Intracelular, se sustrajo
el valor de la intensidad media de fluorescencia (IMF) de ADA-Mem al valor de

IMF obtenido de la determinacion de ADA-Total en todos los casos.

6.4. Actividad enzimatica de ADA

Para analizar la actividad enzimatica de ADA en membrana, muestras de 1x108 de
células de cada linea celular de CaCu y PMBC fueron colocadas en tubos
Eppendorf en presencia 50uL de ADO 10mM y en presencia 0 ausencia de EHNA
(Hidrocloruro de adenina(eritro-9-(2-Hidroxi-3-nonil),  Sigma-Aldrich, USA),
inhibidor especifico de ADA, a una concentracion final de 1mM, 2mM y 4mM, en
un volumen total de 100uL. Al inicio de cada cultivo y después de 6 horas se
tomaron alicuotas de 1uL de cada sobrenadante y se colocaron sobre laminillas
fluorescentes de poliéster de silica gel para cromatografia en capa fina (CCF)
(5.5cm x 5.5cm) (Sigma-Aldrich, USA). Como testigos se emplearon muestras de
1uL de ADO e INO sintéticas (Sigma, Life Science) a una concentracion de 10mM.
Las laminillas de CCF se colocaron en una camara de elucion conteniendo 5mL de
una mezcla de solventes organicos (Fase movil) compuesta por: isobutanol,
alcohol isoamilico, etoxietanol, amoniaco y agua, en proporciones 9:6:18:9:15,
respectivamente. La elucién se dejo correr durante 60 minutos en la camara de
elucién, y posteriormente fueron retiradas para su secado a temperatura ambiente.
Finalmente, los productos generados fueron visualizados y fotografiados a través

de un transiluminador en una camara con luz ultravioleta (UV).

Para el andlisis de la actividad total de ADA, muestras de 5x10° de células

tumorales de CaCu o 1x10’ de PMBC fueron colocadas en tubos Eppendorf y
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lisadas con 250uL de amortiguador de lisis compuesto por: 1% Triton X-100, 5mM
EDTA, 140mM NaCl, 50mM Tris (pH 7.4), ImM PMSF, 1mM NaF, 1% aprotinina,
1uM leupeptina, 1uM pepstatina y 100uM NasVOas. Después de haber agitado por
vortex, los tubos se dejaron incubando durante 30 minutos a 4°C y se
centrifugaron a 14,000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente, se
determind la concentracion total de proteina en los lisados celulares, mediante una
curva de calibracion con albumina sérica bovina utilizando la técnica de Bradford.
Para determinar la actividad enzimatica de ADA, se tomaron 100ug de proteina
total de cada lisado y se incubaron en presencia de ADO a una concentracion final
de 5mM y en presencia y ausencia de EHNA a una concentracion final de 1mM,
en un volumen total de 100uL. Se procedid a incubar a 37°C y se tomaron
alicuotas de 1pL a los tiempos O, 2, 4 y 6 horas para aplicarlas sobre laminillas
fluorescentes de poliéster de silica gel y analizar la presencia de los productos de
hidrélisis mediante CCF.

6.5. Efecto de EHNA en la proliferacion de células de CaCu: determinacion de
la ICs0 de EHNA

Se analizo el efecto de EHNA en la proliferacion de las diferentes lineas celulares
de CaCu. Para ello, se cultivaron durante 24 y 48 horas y por triplicado, 1x10*
células de cada linea celular (CaSki, HeLa y C33), asi como 5x10* PMBC en
placas de 96 pozos de fondo plano (Corning Costar, USA), en presencia de
diferentes concentraciones de EHNA (1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.031 y
0.015mM) en un volumen final de 100uL. Como controles negativos se utilizaron
células cultivadas solo en medio de cultivo. Al finalizar los tiempos de cultivo, en
cada pozo se adicionaron 20uL del reactivo CellTiter 96® Aqueous One Solution
(Promega, USA), concentracion final de 317ug/ml, y las placas se incubaron

durante 4 horas a 37°C en total obscuridad.

El reactivo CellTiter 96® AQueous One contiene un compuesto de tetrazolio [3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il) -5- (3-carboximetoxifenil) -2- (4-sulfofenil) -2H-tetrazolio;
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MTS], el cual es biorreducido por las células vivas, generando un producto
colorido (formazan) que es soluble en el medio de cultivo. La cantidad de
formazan generada es directamente proporcional al nimero de células vivas en el
cultivo, la cual fue leida a una longitud de onda de 490nm en un lector de placas
para ELISA (Molecular Devices, USA).

El porcentaje de proliferaciéon celular se calculé considerando como el 100% la
absorbancia de las células que solo contenian medio de cultivo. Los valores de
ICs0 de EHNA sobre la proliferacion de las células tumorales se calcularon a través
del software Graphpad Prisma version 7 utilizando los valores normalizados de las

absorbancias y el logaritmo de las concentraciones [uM] de EHNA.

6.6. Efecto de ADO sobre la proliferacion de células de CaCu inhibidas en
ADA

Con la finalidad de determinar el efecto de ADO sobre la proliferacién de las
células tumorales de CaCu inhibidas en su actividad de ADA, las diferentes lineas
celulares fueron cultivadas durante 48 horas en presencia de diferentes
concentraciones de ADO (1mM, 100uM, 10uM y 1uM) en presencia o ausencia de
la correspondiente ICso de EHNA en un volumen total de 100uL. Los porcentajes
de proliferacion se determinaron con el reactivo CellTiter 96® Aqueous One

Solution (Promega, USA) como se describié anteriormente.

6.7. Evaluacion de apoptosis mediante Anexina-V/7-AAD

Para evaluar la apoptosis en las células tumorales tratadas con EHNA, se utilizé
el protocolo de Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Sigma-Aldrich, USA), en
el cual se detecta el fosfolipido fosfatidilserina mediante Anexina-V acoplada al
fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC). Cabe mencionar que la Anexina-
V es una proteina que se une especificamente a fosfatidilserina, la cual se

encuentra en la cara interna de la membrana plasmatica y es expuesta en la cara
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externa de dicha membrana en etapas tempranas de la apoptosis. Brevemente,
1x10° células tumorales de CaCu se cultivaron durante 48 horas en placas de 24
pozos de fondo plano (Corning Costar, USA) en presencia de la ICso de EHNA
calculada para cada linea celular. Células cultivadas en presencia de 40uM de
Cisplatino (Chemocare, USA) fueron utilizadas como control positivo de muerte,
mientras que aquellas cultivadas solo con medio de cultivo fueron utilizadas como

control negativo.

Una vez concluido el tiempo de cultivo, se colectaron tanto las células en
supension como las que estaban adheridas y se centrifugaron a 3000 rpm
durante 3 minutos. Se realizaron dos lavados con 1mL de PBS frio y el boton
celular se resuspendié en 100uL de Binding Buffer 1x (HEPES/NaOH 100mM, pH
7.5, que contiene NaCl 1.4M y CaCl: 25mM). Posteriormente se adicionaron
100pL de Anexina-FITC (1:8) diluida en Binding Buffer 1X y 5uL de 7-
Aminoactinomycin D (7-AAD) (BD Biosciences), se agitd vigorosamente y se
incub6é durante 10 minutos a temperatura ambiente protegiendo de la luz.
Finalizado el tiempo de incubacion, se procedié a leer en el citbmetro de flujo
(FACS Aria, BD, USA). Los datos fueron analizados mediante el software Flowing
Software 2.5.1. Las células que se consideraron viables fueron Anexina V-FITC y
7-AAD negativas; las que se encontraron en apoptosis temprana fueron Anexina
V-FITC positivas y 7-AAD negativas; mientras que las células muertas o en
apoptosis tardia fueron aquellas que presentaron marcaje para Anexina V-FITC y
7-AAD.

6.8. Determinacion del e stado del potencial de m embrana mitocondrial en
células tratadas con EHNA

En una célula sana con mitocondrias activas, el reactivo de Tetrametilrodamina
(TMRM) (ThermoFisher Scientific, USA) se secuestra facilmente en la membrana
mitocondrial, emitiendo asi una sefal fluorescente rojo-naranja. Cuando se induce
la apoptosis, la membrana mitocondrial se despolariza y la sefial de TMRM

disminuye. Con base en esta propiedad, se utiliz6 el reactivo TMRM para analizar
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el estado del potencial de membrana mitocondrial de las células de CaCu
tratadas con EHNA. Para ello, las células se cultivaron durante 48 horas, ya sea
en presencia de su correspondiente ICso de EHNA, en presencia de 40uM de
Cisplatino (Control positivo) o sélo de medio de cultivo (control negativo) como se

menciond anteriormente.

Una vez concluido el tiempo de cultivo, se colectaron tanto las células en
supension como las que estaban adheridas y se centrifugaron a 3000rpm durante
3 minutos. Se realizaron dos lavados con 1mL de PBS frio y las células se
incubaron con 200uL de solucion 100nM de TMRM durante 30 minutos a 37°C.
Finalmente las células se lavaron dos veces con PBS y se colocaron en tubos
conteniendo 200uL de PBS para la adquisicion de 50,000 eventos en el citdmetro
de flujo (FACS-aria, Beckton-Dickinson, USA). Los datos fueron analizados
mediante el software Flowing Software 2.5.1.

El porcentaje de células positivas a TMRM se calculé considerando como (100%)

la absorbancia de las células sin tratamiento (cultivadas con medio de cultivo).

6.9. Analisis estadistico

Se utilizé analisis de varianza no paramétrico empleando la prueba de Dunnett a
través del software Graphpad Prisma versién 7. Cada experimento se llevé a
cabo por triplicado con tres repeticiones de manera independiente. Todos los

datos fueron expresados como promedio + SE.
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7. RESULTADOS

7.1. Presencia de ADA en las células tumorales de CaCu

En sitios de inflamacién y crecimiento tumoral, la concentracion local de Ado
extracelular aumenta rapidamente y juega un papel importante en la supresion de
la respuesta inmune. No obstante, la expresion de ADA en células T efectorasy T
reguladoras, disminuye el nivel de ADO al convertirla en INO, sugiriendo un
mecanismo protector de ADA ante el efecto inhibitorio de la ADO extracelular en
estas células efectoras (Kaljas et al., 2017). Por otra parte, la generacion de ADO
juega un papel importante en la fisiologia del cancer y se ha reportado que la
expresion y actividad de ADA se encuentran incrementadas en tejidos cancerosos
respecto a su contraparte normal, sugiriendo un papel protector de ADA en las
células tumorales ante la presencia de altas concentraciones de ADO en el TME
(Battisti et al., 2012). Para analizar si ADA patrticipa en la proteccion de células
tumorales de CaCu ante el efecto citotoxico de ADO, en primera instancia se
procedié a analizar la presencia de ADA en las células tumorales empleando las
lineas celulares HelLa (HPV+), CaSki (HPV+) y C33A (HPV-), asi como en PMBC
activadas, que fueron utilizadas como control positivo. Mediante citometria de flujo
se procedi6 a detectar la presencia de esta enzima tanto en membrana (ADA-
Mem) como intracelular (ADA-IC), como se indico previamente en la metodologia.
Los resultados muestran que el contenido de ADA-IC en las lineas celulares HelLa
y C33, asi como en las PMBC se encontro en niveles mayores (P<0.05) que los
encontrados en ADA-Mem (Fig. 6A-C). El analisis de citometria de flujo mostrd
que la IMF para ADA-Mem fue de 14.17 para HelLa, 9.70 para CaSki, 5.42 para
C33Ay 25.66 para PMBC. El valor de ADA-IC fue estimado al sustraer el valor de
la IMF de ADA-Mem al valor de IMF de ADA-Total, encontrandose que el
contenido de ADA-IC fue de 27.68 para Hela, 11.46 para CaSki, 69.55 para
C33A y 165.33 para PMBC, de tal manera que el contenido de ADA-IC fue de
aproximadamente 2, 10 y 6 veces mayor al de ADA-Mem detectado en las células
HelLa, C33A y PMBC, respectivamente (Fig. 6C).
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Figura 6. Determinacion de ADA en lineas celulares de CaCu y en PMBC. La presencia de ADA fue determinada
mediante citometria de flujo en las lineas celulares HelLa, CaSki y C33A de CaCu, asi como en PMBC las cuales
fueron utilizadas como control de células normales. Se muestran los histogramas (A) y en grafico de barras (B) de
las células tefiidas con el anticuerpo Anti-ADA en membrana (ADA-Mem) en color verde, y en células permeadas
(ADA-Total) en color negro. La tinciéon con el anticuerpo secundario en membrana (Ac-2° Mem) histograma azul, o
en células permeadas (Ac-2° Total) histograma amarillo, fueron incluidos como controles negativos para cada linea
celular. En rojo se muestra la autofluorescencia (AF). Los valores numéricos de ADA-Mem y ADA-Total y ADA-IC
para cada linea celular son mostrados en (C). El valor de ADA intracelular (ADA-IC) se obtuvo sustrayendo el valor
de intensidad media de fluorescencia (IMF) de ADA-Mem al valor de IMF de ADA-Total. Los datos muestran un
experimento representativo de tres experimentos independientes con resultados similares.
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7.2. Actividad enzimatica de ADA-Mem en las lineas celulares de CaCu

Con la finalidad de analizar la actividad enzimatica de ADA-Mem en las lineas
celulares de CaCu, 1x108 de células de cada una de las lineas celulares fueron
cultivo en presencia de 5mM de ADO, y en presencia 0 ausencia de 1mM, 2mM y
4mM de EHNA, inhibidor especifico de la actividad enzimatica de ADA. La
actividad enzimética de ADA-Mem fue monitoreada mediante cromatografia en
capa fina (CCF) utilizando alicuotas de los sobrenadantes celulares tomadas al
inicio (0 horas) y después de 6 horas de cultivo. Los resultados muestran que las
lineas celulares de CaCu tuvieron la capacidad de desaminar completamente la
ADO y generar INO, presente en los productos de la reaccién, como se indica con
las flechas negras (Fig. 7A-C). No obstante, las PMBC desaminaron parcialmente
a la ADO (Fig. 7D). De manera interesante, la adicion de EHNA a la concentracion
de 1mM fue suficiente para inhibir completamente la actividad de ADA en todos los
casos (Fig. 7A-D). Por lo que esta concentracion fue utilizada en los experimentos
posteriores. Estos resultados indican que las lineas celulares de CaCu presentan
fuerte actividad de ADA-Mem.
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Figura 7. Actividad enzimatica de ADA-Mem en lineas celulares de CaCu y PMBC. 1x10° de células tumorales
de HelLa (A), CaSki (B) y C33A (C), asi como de PMBC (D) fueron incubadas durante 6 horas en presencia de 5mM
de Ado y en presencia o ausencia de EHNA, inhibidor especifico de ADA, a concentraciones finales de 1mM, 2mM y
4mM. Mediante cromatografia en capa fina (CCF) se muestra la desaminacién de ADO a INO por ADA (flechas en
negro) en presencia.

Por otro lado, se ha reportado que ADA intracelular juega un papel importante en
proteger a las células tumorales del efecto citotoxico de ADO, puesto que la
inhibicion de esta enzima indujo apoptosis en ceélulas tumorales de MPM
(Nakajima et al., 2015). Para analizar la actividad enzimatica total de ADA en las
células tumorales, 1x10° células de CaCu y 1x10’ PMBC fueron lisadas con 1mL
de amortiguador de lisis, y después de la cuantificacion de proteina por la técnica
de Bradford, se tomaron 100ug de proteina total de cada lisado y se incubaron en
presencia de una concentracion 5mM de ADO en presencia 0 ausencia de 1mM
EHNA, en un volumen total de 100uL. Alicuotas de los sobrenadantes celulares
fueron tomadas en intervalos de 2 horas durante 6 horas. Como se esperaba, la
actividad enzimatica de ADA fue observada tanto en los lisados de las células de
CaCu como de las PMBC (Fig. 8A-D). Cabe mencionar que la desaminacion de
ADO en INO (sefialada por flechas negras) fue mas intensa en el lisado de la linea
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celular C33A y de las PMBC durante todo el tiempo de incubacién. De hecho, en
estos lisados celulares se observé desaminacion completa de ADO a partir de las
4 horas de incubacion. Asimismo, la inhibicion de la actividad enzimatica de ADA
se observé en todos los lisados celulares al agregar 1ImM de EHNA (Fig. 8A-D).
Estos resultados nos permiten evidenciar la actividad enzimatica total de ADA
tanto en las lineas celulares de CaCu como en las PMBC, y acorde con los
contenidos de ADA-Total detectados por citometria de flujo (Fig. 6), la mayor
actividad de ADA-Total fue observada en las células C33A y PMBC.
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Figura 8. Actividad enzimatica de ADA en lisados de lineas celulares de CaCu y PMBC. 100ug de proteina total
de cada uno de los lisados de las células: HelLa (A), CaSki (B) y C33A (C), asi como de PMBC (D) fueron incubados
durante 2, 4y 6 horas en presencia de 5mM ADO y en presencia o ausencia de 1mM de EHNA, inhibidor especifico
de ADA. Se muestra la actividad enzimatica total de ADA en geles de cromatografia en capa fina.

7.3. EHNA disminuye la proliferacion de células tumorales de CaCu

En estudios recientes, se ha propuesto que EHNA tiene efecto antitumoral al
inhibir la proliferacion e inducir apoptosis en células tumorales de MPM (Nakajima
et al., 2015). Con la finalidad de analizar el efecto de EHNA sobre la proliferacion

de células tumorales de CaCu, lineas celulares de CaCu fueron tratadas con
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diferentes concentraciones de EHNA (1mM a 0.015uM) durante 24 y 48 horas.
Como control negativo se utilizaron células cultivadas solo con medio de cultivo.
La proliferacion se determiné por el método colorimétrico MTS utilizando el
reactivo CellTiter 96®. Los resultados obtenidos muestran que, en relacion al
control negativo, EHNA redujo la proliferacién de las células tumorales de CaCu
(HeLa, CaSki y C33A) entre 20-50% cuando éstas fueron tratadas a
concentraciones mayores de 0.5mM a las 24 horas; mientras que a las 48 horas
de tratamiento la proliferacion se redujo entre 30-92%. Cabe mencionar que la
linea celular C33A fue la mas resistente al tratamiento con EHNA, ya que
empleando la concentracibn mas alta (1ImM), se obtuvo una disminucién de la
proliferacion de 25 y 55% a las 24 y 48 horas, respectivamente. En el caso de las
PMBC, el tratamiento con EHNA a concentraciones mayores a 0.5mM redujo la
proliferacion entre 20-42% a las 24 y 48 horas de cultivo respectivamente (Fig. 9A-
D). Con base en las curvas dosis-respuesta de EHNA sobre la proliferacion de las
lineas celulares a las 48 horas, los valores calculados de ICso fueron los
siguientes: 322.4uM para Hela, 309.6uM para CaSki, 472.8uM para C33A y
350.2uM para PMBC (Fig. 10A-D). Estos resultados sugieren que la inhibicion de
la actividad enzimatica de ADA promueve la inhibicion de la proliferacion de
células tumorales de CaCu.
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Figura 9. Efecto de EHNA en la proliferacion de células tumorales de CaCu y PMBC. 1x10*células: HeLa (A),
CasSki (B) y C33A (C), asi como 5x10* PMBC (D) fueron cultivadas en placas de 96 pozos y posteriormente tratadas
a diferentes concentraciones de EHNA (0.015-1mM) durante 24 y 48 horas. Se muestra el porcentaje de la
proliferacion respecto al control (células sin tratamiento). Datos obtenidos de tres experimentos. Cada experimento
fue realizado por triplicado. Se indica la media + SEM.
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Figura 10. Valores de 1 Cso (UM) de EHNA para inhibir la proliferacion de células tumorales de CaCu. Los
valores de ICsp en las lineas celulares de CaCu: HelLa (A), CaSki (B), C33A (C) y PMBC (D), se obtuvieron trazando
escalas semilogaritimas utilizando los valores normalizados de las absorbancias y el valor logaritmico de las
concentraciones de EHNA, mediante el software Graphpad Prisma version 7. Datos obtenidos de tres experimentos.
Cada experimento fue realizado por triplicado. Se indica la media + SEM.
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7.4. La inhibicién de la actividad enzimatica de ADA favorece la disminucién
de la proliferaciéon de células tumorales de CaCu en presencia de ADO

Se sabe que ADA participa en la desaminacion de ADO a INO vy tiene un efecto
regulador de las funciones de las células de la respuesta inmune al disminuir las
concentraciones de ADO extracelular y protegerlas ante el efecto inhibitorio de
ADO (Kaljas et al., 2017). Para analizar si la actividad de ADA protege a las
células tumorales de CaCu ante el efecto inhibitorio de ADO, las células tumorales
de CaCu fueron cultivadas durante 48 horas en presencia de diferentes
concentraciones de ADO (1mM, 100uM, 10uM y 1uM) y en presencia 0 ausencia
de EHNA (ICso de cada linea celular). Cultivos de las células tumorales en
ausencia de ADO fueron utilizados como control negativo. Los resultados
muestran que solo a altas concentraciones de ADO (1mM) se pudo observar una
ligera disminucién en la proliferacion de las células tumorales de 24% en HelLa y
10% en CaSki. No obstante, la proliferacion de C33A y de PMBC no fue afectada
a esa concentracion de ADO (Fig. 11A-D). De manera interesante, cuando las
células tumorales fueron cultivadas en presencia de ADO y de la ICso de EHNA,
calculada para cada linea celular, se encontr6 una disminucién importante en la
proliferacion de las células tumorales a concentraciones mayores a 100uM de
ADO, de hecho, a 1ImM de ADO se encontro inhibicion de la proliferacion de 75%
en Hela, 63% en CaSki, 49% en C33A y 22% en PMBC (Fig. 11A-D). Estos
resultados sugieren que la presencia de ADA en las células tumorales de CaCu
puede tener un efecto protector ante el efecto inhibitorio de ADO.
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Figura 11. EHNA disminuye la proliferaciéon de células tumorales de CaCu en presencia de ADO. 1x10*células
HeLa (A), CaSki (B) y C33A (C), asi como 5x10* PMBC (D) fueron cultivadas en placas de 96 pozos y
posteriormente tratadas a diferentes concentraciones de ADO (1mM, 100uM, 10uM y 1uM) en presencia 0 ausencia
de la correspondiente ICs, de EHNA de cada linea celular (Fig. 10) durante 48 horas. Se muestra el porcentaje de
proliferacion de las células tratadas con ADO respecto a las tratadas con Ado y EHNA (ICsg). Datos obtenidos de tres
experimentos. Cada experimento fue realizado por triplicado. Se indica la media + SEM.

7.5. EHNA induce apoptosis en las células tumorales de CaCu

Una vez que se evidencid que EHNA inhibe la proliferacion de las células
tumorales de CaCu, se procedid a evaluar el efecto de EHNA en la induccion de
muerte por apoptosis. Para ello, se realizaron cultivos de 48 horas de las lineas
celulares de CaCu en presencia de EHNA (ICso de cada linea celular). Como
control positivo se cultivaron las células tumorales en presencia de 40uM de
Cisplatino, y como control negativo se cultivaron las células solo con medio de
cultivo. Para determinar la induccion de apoptosis en las células tumorales
tratadas con EHNA, se emple6 Anexina-V acoplada a FITC para detectar

fosfatidilserina. Cabe mencionar que la Anexina-V es una proteina que se une
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especificamente a fosfatidilserina, el cual se encuentra en la cara interna de la
membrana plasmatica y es expuesto en la cara externa de dicha membrana en
etapas tempranas de la apoptosis. Asimismo, se utilizO 7-AAD para identificar
células en etapas tardias de la apoptosis. De acuerdo a los resultados obtenidos
(Fig. 12A), en la linea celular HelLa, la proporcién de células apoptéticas en
presencia de EHNA (ICso) fue de 75.63% en relacion a las células sin tratamiento
(-) que fue de 5.67%. En la linea celular CaSki cultivadas con EHNA (ICso0) se
obtuvo un 44.52% de apoptosis y un 10.33% en las células sin tratamiento (-). En
la linea celular C33A, la adicion de EHNA (ICso) de igual manera incrementé la
proporcion de células apoptéticas hasta un 55.7% en relacién a las células sin
tratamiento (-) con un 2.95%. En comparacion con las lineas celulares de CaCu,
las PMBC cultivadas con EHNA (ICso0) presentaron un 36.07% de apoptosis y las
células sin tratamiento (-) un 10.23%. Cabe mencionar que a excepcién de la linea
celular CaSki, el tratamiento con EHNA indujo mayor porcentaje de apoptosis que
el tratamiento con Cisplatino. Asimismo, el porcentaje de necrosis (células
positivas a 7-AAD y negativas a Anexina-V, fue marginal en todas las células
tratadas con EHNA (Fig. 12B). Estos resultados sugieren que ademas de inhibir
ADA, EHNA induce un alto porcentaje de muerte por apoptosis en las células

tumorales de CaCu.
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Figura 12. EHNA induce apoptosis en las lineas celulares de CaCu. 1x10° células tumorales HelLa, CaSki
y C33A, asi como de PMBC se cultivaron durante 48 horas en presencia de su respectiva ICso de EHNA en
placas de 24 pozos, después de 48 horas de cultivo se analizé el porcentaje de células apoptéticas mediante
la técnica de Anexina V-FITC/7-AAD. (A) Se muestra en graficas de puntos los porcentajes de células
necroticas que son fluorescentes a 7-AAD (Q1), células en apoptosis tardia marcadas por 7-AAD y Anexina-V
(Q2), células viables (Q3), y células en apoptosis temprana marcadas con Anexina-V (Q4). Como control
positivo se cultivaron las células tumorales en presencia de 40uM de Cisplatino, y como control negativo se
cultivaron las células solo con medio de cultivo. (B) Gréaficas de barras mostrando los porcentajes de las
poblaciones celulares encontradas en cada uno de los cuadrantes (Q1-Q4). Los datos muestran un
experimento representativo de tres realizados de manera independiente con resultados similares.
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7.6. EHNA i nduce c ambiose n el estadod el potenciald e membrana
mitocondrial de las células tumorales de CaCu

Se sabe que las membranas mitocondriales sanas mantienen una diferencia en el
potencial eléctrico entre el interior y el exterior del organelo, por lo que la pérdida
de este potencial de membrana esta asociada con la muerte celular (Elmore,
2007). Con el objetivo de analizar el efecto de EHNA en la integridad de la
membrana mitocondrial, las células tumorales de CaCu fueron tratadas con 100nM
de TMRM -un colorante permeable que se acumula en la mitocondria activa con
potencial de membrana intacto-. Como control positivo se cultivaron las células
tumorales en presencia de 40uM de Cisplatino, y como control negativo se
cultivaron las células solo con medio de cultivo. De acuerdo a los resultados
obtenidos, el tratamiento de las células tumorales con EHNA disminuy6 de manera
importante la intensidad de fluorescencia de la TMRM acumulada en las células
tumorales, respecto al control negativo, dicho efecto fue comparable al producido
por Cisplatino. Cabe mencionar que las PMBC tratadas con EHNA y Cisplatino
presentaron una ligera disminucion en la tincion con TMRM (Fig. 13A). Después
del tratamiento con su respectivo ICso de EHNA, se encontré que los porcentajes
de las células HelLa, CaSki, C33A y PMBC tefiidas con TMRM, relativo a las
células sin tratamiento cuya tincion con TMRM fue considerada como 100%,
fueron 42, 51, 41 y 63%, respectivamente. Mientras que la tincion con TMRM en
las células HelLa, CaSki, C33A y PMBC tratadas con Cisplatino fue de 35, 53, 31y
90%, respectivamente (Fig. 13B). Estos resultados nos sugieren que el tratamiento
con EHNA, acorde con la induccion de apoptosis, afecta de manera importante la
integridad del potencial de membrana mitocondrial en las células tumorales de
CaCu.
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Figura 13. EHNA afecta el estado del potencial de membrana mitocondrial en las células tumorales de CaCu.
1x10° células tumorales HelLa, CaSki y C33A, asi como de PMBC se cultivaron durante 48 horas en presencia de su
respectiva ICso de EHNA en placas de 24 pozos, después de 48 horas las células fueron tefiidas con 5uM TMRM,
como se menciond en la metodologia. La acumulacion de TMRM en la membrana mitocondrial se determiné
mediante citometria de flujo. (A) Se muestra la intensidad de fluorescencia emitida por la TMRM acumulada en la
membrana mitocondrial de las células sanas cultivadas bajo los siguientes tratamientos: medio solo (negro), 40uM
Cisplatino (rojo) y EHNA (ICso de cada linea celular) (verde). (B) Se muestra el porcentaje de células positivas a
TMRM en relacién a las células sin tratamiento (cultivadas con medio solo) las cuales fueron normalizadas a 100%.
Los datos muestran un experimento representativo de tres experimentos independientes con resultados similares.
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8. DISCUSION

En los dltimos afios se ha reportado que la via adenosinérgica juega un papel
importante en el desarrollo del cancer, ya sea favoreciendo la angiogénesis, la
proliferacion y metéstasis de las células tumorales, o inhibiendo las funciones
efectoras de la respuesta inmune a traves de la generacion de grandes cantidades
de ADO, que es producida por la fosfohidrélisis de ATP a través de la actividad
catalitica y secuencial de las ectonucleotidasas CD39 y CD73, las cuales son
altamente expresadas en tejidos tumorales o encontradas de manera soluble y en
altas concentraciones en plasma de pacientes con cancer avanzado (Hasko et al.,
2008; Antonioli et al., 2013; Antonioli et al., 2016). Por otra parte, se sabe que los
niveles de ADO son regulados de manera importante por la actividad de ADA, y se
ha propuesto que la alta actividad de ADA en el TME puede ser un mecanismo
compensatorio contra la acumulacion téxica de sus sustratos debido al aumento
del metabolismo de purina y pirimidina en tejidos cancerosos (Cortés et al., 2014).
Por tanto, ADA podria otorgar una ventaja selectiva a las células cancerosas para
su sobrevivencia. Nuestro grupo de trabajo ha reportado que células tumorales de
CaCu positivas a HPV-AR expresan altos niveles de la ectoenzima CD73 en la
membrana celular y producen grandes cantidades de ADO cuando son cultivadas
en presencia de AMP (Mora-Garcia et al., 2017). Ademas, se ha observado que
estas células tumorales también tienen la capacidad de desaminar rapidamente la
ADO a INO (Avila-Ibarra, 2011; Avila-Ibarra, 2014), indicando una alta actividad de
ADA en estas células tumorales. En el presente estudio se determind la expresion
de la proteina ADA en células tumorales de CaCu derivadas de las lineas
celulares HeLa (HPV+), CaSki (HPV+) y C33A (HPV-), y se analizé la actividad
funcional y la propiedad de esta enzima para proteger a estas células tumorales
del potencial efecto citotoxico de ADO extracelular. La presencia de ADA en las
células tumorales fue detectada tanto en membrana (ADA-Mem) como intracelular
(ADA-IC), encontrandose niveles mayores de ADA-IC respecto a ADA-Mem en las
lineas celulares HeLa y C33A, asi como en PMBC. En el caso particular de las
células CaSki, presentaron el menor contenido de ADA-Total, probablemente

debido a que en estudios previos se ha detectado una alta actividad de ADA en
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medios condicionados de estas células, sugiriendo la posible liberacion de altos
contenidos de esta enzima en exosomas (Molina, 2019). Las tres lineas celulares
de CaCu en cultivo in vitro fueron capaces de desaminar eficientemente ADO a
INO. Asimismo, lisados de estas lineas celulares también mostraron alta
capacidad para desaminar ADO, capacidad que correspondié con los contenidos
de ADA-Total detectados en las células tumorales. El cultivo de las células
tumorales o de lisados de las mismas en presencia de EHNA, un inhibidor
especifico con funcién irreversible de la actividad de ADA, inhibié completamente
la actividad enzimatica de ADA. También se observo que EHNA inhibié de manera
dosis dependiente la proliferacion de las células tumorales de CacCu.
Particularmente, las células tumorales C33A y las PMBC, quienes presentaron los
mayores contenidos de ADA-Total, fueron mas resistentes al tratamiento con
EHNA, lo que corrobora la capacidad protectora de esta enzima. De manera
interesante, el tratamiento de las células tumorales con la concentracion
respectiva de EHNA para inhibir la proliferacién celular en 50% (ICso), indujo
apoptosis y desestabilizacion de la membrana mitocondrial en un alto porcentaje
de las células tratadas y de manera comparable a Cisplatino, utilizado como
control positivo, ademas de revertir de manera importante la resistencia de las
células tumorales de CaCu al efecto citotoxico de altas concentraciones de ADO.
Al respecto, resulta interesante investigar si ADA protege a las células tumorales
de concentraciones basales de ADO, o si el EHNA ejerce su efecto citotoxico

mediante otro mecanismo

Como se mencion0 anteriormente, las altas concentraciones de ADO en el TME
son reguladas principalmente a través de la actividad de ADA, que cataliza la
conversion de ADO en su metabolito INO, desregulando los efectos biolégicos de
ADO in situ. En humanos dos diferentes enzimas con actividad funcional de ADA,
designadas como ADAL1 y ADA2, han sido caracterizadas. La isoenzima ADAL,
gue corresponde a un monémero soluble de 363 aminoacidos con un peso de 41
kDa, regula principalmente la concentracion intracelular de ADO, y se ha reportado
que protege a los linfocitos T de la apoptosis inducida por la interaccion de ADO-

A2AR (Linden et al., 2012). Esta enzima también puede encontrarse asociada
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tanto a CD26, una glicoproteina con actividad dipeptidil peptidasa IV que se
encuentra anclada a la membrana celular (Cortés et al., 2014), como a A1R, A2AR
y A2BR, expresados en la superficie de las células efectoras de la respuesta
inmune, y puede participar en la activacion de células T a través de la formacion
de la sinapsis inmunoldgica, al unirse simultaneamente a los ARs y CD26
dispuestos en la membrana de células dendriticas y linfocitos T, respectivamente.
Ademas, la presencia de ADA1 en linfocitos T efectores resulta esencial para
revertir el efecto inmunosupresor de ADO mediado por células T reguladoras
(Mandapathil et al., 2010; Mandapathil et al., 2012; Naval-Macabuhay et al., 2016).
Por otra parte, la isoenzima ADA2, que corresponde a una proteina de 110 kDa,
se localiza en el espacio extracelular y tiene 100 veces menos afinidad para la
ADO que ADAL, y alcanza su actividad maxima en sitios de alta concentracion de
ADO y de bajo pH, como ocurre en el TME vy sitios altamente hipoxicos y de
inflamacion (Zavialov et al., 2005). Ademas, la concentracion de ADA2 en suero se
correlaciona con la progresion del crecimiento del tumor, lo cual identifica a ADA2
como un biomarcador conveniente en el seguimiento de pacientes con cancer
(Roberts et al., 2012). En el presente estudio, el anticuerpo policlonal utilizado
para la deteccion de ADA en las células tumorales de CaCu esta dirigido hacia la
secuencia 287-314 que corresponde a un epitope conservado entre ambas
isoenzimas de ADA, por lo que es posible que ambas isoenzimas pudieran haber
sido detectadas mediante este anticuerpo. No obstante, tomando en cuenta que
ADA2 es insensible a EHNA (Ratech et al., 1981), el inhibidor de ADA utilizado en
este trabajo, y al hecho de que la actividad funcional de ADA1l se presenta
primordialmente en membrana y citoplasma y la de ADA2 en el medio extracelular
(Cortés et al., 2014), los resultados obtenidos en relacion a los contenidos de
ADA-Mem y ADA-Total y su correspondiente actividad funcional, que fue inhibida
completamente con EHNA, permite sugerir que la principal actividad de ADA
detectada en las células tumorales de CaCu es debida principalmente a ADAL. Sin
embargo, sera necesario utilizar anticuerpos especificos para detectar la
distribucion de ADA1, ya sea, asociada a CD26 en membrana o localizada de

manera intracelular en las células tumorales de CaCu.

50



Monroy-Mora, A.

Por otro lado, EHNA inhibi6 de manera dosis dependiente la proliferacion de las
células tumorales. Asimismo, la ICso de EHNA (calculada para cada linea celular)
fue capaz de inducir apoptosis y la desestabilizacion del potencial de membrana
en un porcentaje importante de las células tratadas, debido a la disminucion
significativa en la retencion de TMRM. Estudios recientes han reportado que la
ADO induce apoptosis en una variedad de células cancerosas a través de dos
vias: la via intracelular, en la cual el AMP generado a partir de la fosforilacion de
ADO por la enzima AK, activa a la AMPK; y la via extracelular a través de la
interaccién de ADO con ARs para conducir a las células tumorales a la apoptosis
(Tsuchiya et al., 2015). En el presente trabajo se observé que al adicionar EHNA
se redujo la generacion de INO tanto por la ADA-Mem como por la ADA-IC
(contenida en lisados celulares), lo cual sugiere que la ADO resultante pudiera
participar por cualquiera de estas dos vias para inducir apoptosis en las células
tumorales de CaCu, lo cual serd importante de analizar en estudios posteriores, Si
la inhibicion de la expresion de ADA en las células tumorales de CaCu las hace

mas sensibles al efecto citotoéxico de ADO.

Por otro lado, es importante mencionar que las PMBC presentaron el mayor
porcentaje de viabilidad (60-70%) bajo el tratamiento con EHNA, probablemente
debido a los altos contenidos de ADA-Total detectados en estas células, de hecho,
fueron las células que presentaron los mayores contenidos de ADA-Total, lo cual
puede ser favorable en el establecimiento de terapias antitumorales que incluyan
inhibidores de ADA.

En este contexto, la observacién de que la deficiencia de ADA causa linfopenia
(Ratech et al., 1981), ha impulsado grandes esfuerzos para desarrollar inhibidores
que puedan explotarse de manera rentable y segura para el tratamiento de
diferentes tipos de cancer que afectan al sistema inmunitario, como son leucemia
y linfoma (Robak et al., 2003; Dearden et al., 2006), y cuya aplicacién podria
extenderse al tratamiento de tumores solidos. A nivel mundial, se clasifican en las
siguientes categorias: (i) inhibidores con caracteristicas estructurales similares a

ADO, sustrato enddgeno de ADA; (ii) inhibidores de transicion, que se asemejan al
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intermedio tetrahédrico que se forma durante el proceso de la reaccion de
desaminacion (Cristalli et al., 2001) y (iii) la reciente segunda generacién de
inhibidores de ADA no nucledsidos, como FR221647 y sus derivados, que se han
sintetizado por medio del disefio de farmacos basado en estructuras cristalinas de
rayos X del inhibidor binario (Terasaka et al., 2004). Varios inhibidores fuertes de
ADA demostraron ser insatisfactorios para su uso clinico, debido a que exhibieron
un alto grado de toxicidad, baja estabilidad quimica, mala farmacocinética, y un
metabolismo rapido (Law et al., 2003; Trincavelli et al., 2013). En consecuencia,
hay un interés continuo en el desarrollo de inhibidores de ADA mas estables,
facilmente reversibles, de accion corta y de baja toxicidad. Actualmente, solo los
analogos de purina, tal como la pentostatina (2 beta-deoxicoformicina: DCF) y
cladribina (2-chlorodeoxyadenosine: CdA) han recibido la aprobacion de la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) para el tratamiento de la
leucemia de células pilosas, aunque su mecanismo de accidn preciso en esta

enfermedad permanece desconocido (Grever et al., 2011; Johnston et al., 2011).

Finalmente, en este estudio, el uso del inhibidor EHNA, especifico de ADA y cuya
funcion permite un efecto irreversible sobre la actividad de ADA, permitio
determinar que la presencia de ADA en las células tumorales de CaCu puede
tener un efecto protector ante altas concentraciones de ADO contenidas en el
TME, sugiriendo que la inhibicion de ADA puede ser una estrategia a seguir en el

tratamiento de esta enfermedad.
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9. CONCLUSIONES

1 ADA se expreso diferencialmente entre las lineas celulares de CaCu, tanto en
membrana (ADA-Mem) como intracelularmente (ADA-IC). La expresion de
ADA-IC fue mayor en las lineas celulares HeLa y C33A, asi como en PMBC,
respecto a la de ADA-Mem.

2 Las tres lineas celulares de CaCu presentaron actividad funcional de ADA
tanto en membrana como de manera intracelular (lisados celulares), capacidad
gue correspondié con los contenidos de ADA-Total detectados en las células
tumorales. En ambas condiciones, la adicion de (EHNA), inhibidor especifico
para ADA, redujo la actividad enzimatica de ADA en las células tumorales.

3 EHNA inhibi6 de manera dosis dependiente la proliferaciéon de las células
tumorales. Las células tumorales C33A y las, quienes presentaron los mas
altos contenidos de ADA-Total, fueron mas resistentes al tratamiento con
EHNA.

4 La inhibicion de ADA con EHNA (ICso) indujo muerte celular por apoptosis y
desestabilizacién de la membrana mitocondrial en un alto porcentaje de las
células tratadas con este farmaco, ademas de revertir de manera importante la
resistencia de las células tumorales de CaCu al efecto citotoxico de altas
concentraciones de ADO.

5 La presencia de ADA en las células tumorales de CaCu puede tener una
funcion protectora ante el efecto citotoxico de ADO.
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10. PERSPECTIVAS

1 Sera interesante analizar en estudios posteriores la expresion de las
isoenzimas de ADA (ADA1l y ADA2) su actividad funcional (desaminacion de
ADO y su modulacion alostérica con los ARsS) en las células tumorales de
CaCu.

2 Por otro lado, sera importante dilucidar las vias (Extrinseca o Intrinseca) por
las cuales ADO induce apoptosis en las células tumorales de CaCul.

3 Corroborar el papel protector de ADA ante el efecto citotoxico de ADO

empleando interferentes de la expresion del RNAmM de ADA.
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12. APENDICE

Preparacion de RPMI

1800 mL de agua mili-Q en una probeta de 2 L, adicionar dos frascos de reactivo
para medio de cultivo RPMI (Sigma, USA) manteniendo en agitacion hasta que se
disuelva y posteriormente afiadir 4 g de bicarbonato de sodio hasta que se logre
una mezcla homogénea. Aforar a dos litros con agua mili-Q. Ajustar el pH a 7.2-
7.3 con ayuda de Acido Clorhidrico HCI o NaOH.

Filtrar en condiciones de esterilidad y afiadir al medio antibidtico (5 mL por cada
500 mL de medio).

Preparacion de medio para linfocitos IMDM

Disolver un frasco de medio Iscoves modified Dubelcco’s (Sigma, USA) en 800 mL
de agua mili-Q y agregar 3 g de NaHCO3 manteniendo en agitacion. Ajustar a pH
de 7.3. Aforar a 1 L. Luego de filtrar el medio, agregar antibioticos. Posteriormente,
agregar suero inactivado humano al 10%. Finalmente suplementar con 500 pL de
piruvato de sodio (100 X), 500 puL de aminoacidos no esenciales (100X) y 50 uL de
2- mercaptoetanol (100 X).

Preparacion de solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)
8 g de Cloruro de sodio

0.2 g de cloruro de potasio

0.2 g de fosfato de potasio monobasico

Se afora en un litro de agua Milli-Q y se ajusta a un pH de 7.2 con fosfato de sodio
dibasico.

Preparacion de verseno (para 2L)
Tris base 6.88 g

16 g NaCl

0.8 g KCl

0.4 g EDTA

Ajustar pHa 7.7
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Preparacion de tripsina
Pesar 0.25 g de tripsina y disolver en 50 ml de PBS estéril. Filtrar la solucion.

Luego, realizar una dilucién de tripsina para obtener una proporcion de tripsina-
verseno 1:5

Preparacion de Paraformaldehido al 2%

En un frasco se agregan 200 mL de agua mili-Q caliente a 60°C y se agregan 5 g
de paraformaldehido y de ahi se va aplicando gotas de NaOH. Se agita
vigorosamente hasta que esté disuelto, y después se agregan 25 ml de PBS 10X y
se afora a 250 mL.
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