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ABREVIATURAS

ADA: Adenosina desaminasa

ADAZ1: Adenosina desaminasa-1

ADAZ2: Adenosina desaminasa-2

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADO: Adenosina.

ADP: Difosfato de adenosina.

AK: Adenosina quinasa.

AMP: Monofosfato de adenosina.

ARs: Receptores de adenosina.

ATP: Trifosfato de adenosina.

CaCU: Céancer cérvico-uterino.

CM: Cancer de Mama

CCF: Cromatografia en capa fina.

CD39: Ectonucleotidasa trifosfato difosfohidrolasa-1; E-NTPDasal
CD73: Ecto-5"-nucleotidasa; Ecto 5’NTasa

eATP: ATP extracelular

EHNA: Hidrocloruro de adenina (eritro-9-(2-Hidroxi-3-nonil)
FPP: Farnesil pirofosfato.

GGPP: Gerangeranil pirofosfato.

HMGCR: 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A Reductasa
HYP: Hipoxantina.

INO: Inosina.

NK: células Natual killer

MSC: células del estroma mesenquimatoso

SADA: Adenosina desaminasa forma soluble/citosolica.

Treg: Linfocitos T reguladores



RESUMEN

La adenosina juega un papel clave en la modulacion de las respuestas inmunitarias
en condiciones fisioldgicas y patolégicas como lo es el cancer. La simvastatina, un
farmaco reductor del colesterol al inhibir la enzima HMGCR es ampliamente
utilizado y se ha reportado que es capaz de ejercer efectos antitumorales en varios
tipos de cancer, incluido el cancer de mama. Por otra parte, la adenosina
desaminasa es un regulador directo de la adenosina la cual es una molécula
inmunosupresora secretada en altas concentraciones durante procesos patologicos
como el cancer, por ello se ha convertido en un objetivo terapéutico en varios
modelos tumorales. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la
Simvastatina en el crecimiento tumoral y la concentracion de adenosina desaminasa
en sueros de ratones BALB/c inoculados con células tumorales JC, de cancer de
mama. Se observd que la Simvastatina inhibid la proliferacion de células JC de
manera dependiente de las dosis, a 24 horas y 48 horas y en cuanto a la actividad
enzimatica, comparado con EHNA inhibidor especifico de ADA. El crecimiento
tumoral disminuy6 al tratamiento con Simvastatina, la cual tuvo un efecto protector
sobre los ratones al aumentar los dias de sobrevivencia respecto a los no tratados
con el farmaco (grupo control). Simvastatina fue capaz de disminuir la concentracién
de ADA en sueros de los ratones tratados, respecto a la detectada en el grupo
control. Pentostatina, un antimetabolito analogo a las purinas, al igual que EHNA,
inhibieron completamente la actividad enzimatica de ADA presente en los sueros de
los ratones, mientras que Simvastatina lo hizo parcialmente. Aqui, se constaté que
Simvastatina inhibio el crecimiento tumoral en ratones Balb/c inoculados con células
JC e incremento la sobrevivencia de los ratones tratados con el farmaco. Ademas,
fue capaz de disminuir la concentracion de ADA sérica. Por otro lado, la inhibicién
de ADA, con EHNA y Pentostatina, sugiere que ADAL sea la principal fuente de
ADA contenida en los sueros de ratones Balb/c inoculados con células JC. De
acuerdo a esto, sera interesante abordar como perspectiva la evaluacion de

diferentes concentraciones de Simvastatina en las cuales se halle la eficaz para

10



poder disminuir las concentraciones séricas de ADA sin que ello afecte la eficiencia

inmune antitumoral.
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INTRODUCCION

El cancer de mama (CM) es la neoplasia maligna mas frecuentemente
diagnosticada en mujeres jovenes y es la principal causa de mortalidad relacionada
con el cancer en este grupo de edad. Tanto en el mundo como en México, éste
representa un problema de salud grave. En las mujeres mexicanas, el cancer de
mama es el tipo de cancer mas comun, representando el 25% de los casos. Por lo

anterior, es de gran importancia la busqueda de nuevos enfoques terapéuticos.

Las células tumorales han desarrollado mecanismos como el escape inmunitario o
vias inmunosupresoras que protegen al tumor y continlan operando desde la etapa
temprana hasta la etapa avanzada para evitar ser reconocidas por el sistema
inmunitario. Dentro de dichas estrategias podemos encontrar a la via
adenosinérgica, la cual ha sido considerada como un nuevo “mediador de puntos
de control inmunitario” capaz de alterar la funcion del sistema inmunitario. El
nucleésido adenosina (ADO) esta involucrado en la regulacion de diversos procesos
fisioloégicos y patolégicos. En procesos tumorales ADO actia promoviendo el
crecimiento, la supervivencia, la angiogénesis, la quimio resistencia y la metastasis

por lo que se ha considerado un objetivo terapéutico prometedor..

Dentro de la via adenosinérgica, la adenosina desaminasa (ADA) es la enzima que
cataliza la desaminacion de adenosina y se ha planteado que puede tener un papel
importante dentro del cancer al funcionar como modulador clave de la funcion
celular, a través de mecanismos dependientes del receptor de adenosina
demostrando su mayor actividad en suero y tejidos tumorales en cancer de mama
y otros cancer. La alta actividad de ADA podria dar una ventaja selectiva a las
células cancerosas, por tanto, la inhibicion de la degradacion de adenosina merece

una atencion especial en la terapia del cancer.

Las estatinas, que se usan para inhibir la HMG-CoA reductasa (HMGCR), enzima
limitante de la velocidad para catalizar la sintesis de mevalonato, reducen el riesgo
de cancer, incluido el cancer de mama. En el caso del cancer de mama, el uso de

Simvastatina se asocia con un riesgo reducido de cancer de mama en estadio I-lIl.

12



Participa en la apoptosis y la regulacion de la proliferacion celular en células de
cancer de mama y muestran actividad antitumoral en una variedad de cénceres,
incluidos el cancer de pulmén y el cancer géstrico. Para conocer mejor el efecto
terapéutico de la Simvastatina sobre el cancer, se necesita una comprension mas

completa de esta estatina.

MARCO TEORICO

La via adenosinérgica

La sefalizacion purinérgica sirve como un sistema de comunicacion entre las
células. Esté involucrado en una variedad de mecanismos, que incluyen respuestas
inmunitarias, inflamacién, dolor, agregacion plaquetaria, proliferacion, muerte
celular, desarrollo y neurotransmision. La via de la adenosina juega también un
papel clave en la modulaciébn de las respuestas inmunitarias en condiciones
fisiolégicas y patologicas. Fisiologicamente, los efectos antiinflamatorios de la
adenosina equilibran la adenosina 5'-trifosfato (ATP) proinflamatoria, protegiendo
los tejidos del dafio causado por las células  inmunitarias
activadas. Patologicamente, el aumento de la actividad de la monofosfatasa de
adenosina (AMPasa) en los tumores conduce a una mayor produccion de
adenosina, lo que genera un microambiente profundamente inmunodeprimido y

promueve la progresion del cancer (Azambuja et al., 2019).

Un metabolito principal del que depende toda la vida es el trifosfato de adenosina o
ATP, que es bien conocido y sirve como molécula de energia de la célula.
Fisiologicamente, en el tejido normal, el ATP se localiza en el compartimento
intracelular a concentraciones superiores a 1 uM pero inferiores a 10 uM (Ke Dong
et al., 2016), mientras que los niveles extracelulares en el microambiente tumoral
(TME) estan en el rango de un nivel micromolar alto (50-200 umol/L) (Vultaggio,
2020)
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Es importante destacar que los niveles de ATP extracelular (eATP) aumentan
significativamente en respuesta a eventos que alteran los tejidos, incluida la
inflamacion, la hipoxia o la isquemia, asi como en el contexto de una neoplasia
maligna. La hidrélisis de ATP extracelular por ectonucleotidasas unidas a la
membrana genera adenosina inmunosupresora, que actia como un mecanismo de
retroalimentacion negativa para prevenir la inflamacion excesiva y el dafio
tisular (Allard et al. 2018). La adenosina extracelular, participa en la regulacion de
diversos procesos fisiologicos que incluyen vasodilatacion, reabsorcion de agua por
los rifiones, percepcion del dolor y ajuste fino del ciclo suefio. Ademas de ello, se
involucra ya sea como un metabolito intracelular de la sintesis de acidos nucleicos,
en la regulacion de la carga de energia o como un mensajero intercelular en los
sistemas neuroldgico, cardiovascular e inmunolégico. Sirve como molécula
inmunorreguladora para proteger los tejidos normales de la inflamacion, y puede

afectar la inmunidad antitumoral (Vigano et al., 2019).

Via adenosinérgica como punto de control inmune

Como tal, la via adenosinérgica juega un papel clave en la modulacién de las
respuestas inmunes en condiciones fisiolégicas y patolégicas, asi como en el
mantenimiento de la homeostasis del sistema inmune (Ke Dong, Gao & Zhang,
2016). Protege los tejidos normales del dafio inflamatorio, mientras que en
condiciones patologicas puede deteriorar la inmunidad antitumoral y promover el
crecimiento, la supervivencia, la angiogénesis, la quimio resistencia y la metastasis
sobre las células tumorales (Azambuja et al., 2019). En la etapa tardia de la
inflamacion, la adenosina contribuye de manera relevante a la resolucion de la
inflamacion, repolarizando el fenotipo antiinflamatorio de poblaciones de células
inmunes como macréfagos, CD o neutréfilos y contrarrestando asi la respuesta
inmune adquirida, actuando directamente sobre las células efectoras T estimulando
la expansion y las funciones de las células Treg inmunosupresoras. El efecto de ADO
es mediado principalmente por los receptores A2a, funcionando como un potente

vasodilatador. Asi mismo, la produccién disminuida de adenosina conduce a una

14


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Allard%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28258700
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vigano%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31244820
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Azambuja%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31739402

fuga vascular como resultado de la activacion disminuida de los receptores Azs de

adenosina en el endotelio vascular (Hanské & Cronstein, 2013).

Se ha encontrado de igual manera que la ADO es producida por células B que
secretan IL-6 y esta involucrada en la inhibicién de las células T (Huang & Zili et al.,
2019). Asi mismo, se ha demostrado que en los tumores hay competencia en la
conversion de ATP en adenosina, mediante la expresion de las ectonucleotidasas
CD39 y CD73 en células cancerosas y células inmunitarias reguladoras. Estas dos
ectonucleotidasas, modulan la sefializacion purinérgica eliminando mediadores de
nucledtidos extracelulares, en gran medida proinflamatorios, para generar

nucledsidos de adenosina inmunosupresores (Allard et al., 2017).

Se ha indicado también que la expresion de CD73 en las células NK humanas
aumenta después de que estas células estdn en contacto con las células del
estroma mesenquimatoso (MSC) y que esto podria estar involucrado en un proceso

inmunosupresor (Monguio et al. 2017).

En esta via, la ADO generada por las ectonucleotidasas CD39 y CD73 ha sido
considerada como un nuevo mediador de puntos de control inmunolégico que

deteriora la funcion de este sistema (Huang et al., 2019).

Componentes de la via adenosinérgica

Ectonucleotidasas CD39y CD73

Algunas ectonucleotidasas que cooperan en la generacion de adenosina
extracelular a través de la hidrélisis de ATP son CD39 y CD73, inclinando asi la
balanza hacia microambientes inmunosupresores. CD39 y CD73 son importantes
para calibrar la duracién, la magnitud y la composicion del "halo purinérgico” que
rodea a las células inmunitarias. Degradan ATP, ADP y AMP a adenosina, pueden

verse como "interruptores inmunoldgicos" que desplazan la actividad de las células
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inmunitarias proinflamatorias impulsadas por ATP hacia un estado antiinflamatorio

mediado por adenosina (Antonioli et al., 2013).

CD39 (ecto-nucletsido trifosfato difosfohidrolasa-1; E-NTPDasel) es una
ectoenzima de membrana integral que fosfohidroliza ATP, y menos eficientemente
ADP, en una forma dependiente de Ca ?*y Mg ?*, para producir AMP. Se expresa
constitutivamente en el bazo, el timo, el pulmoén y la placenta, y en estos érganos
se asocia principalmente con células endoteliales y poblaciones de células
inmunitarias, como células B, células asesinas naturales (NK), células dendriticas,
células de Langerhans, monocitos, macrofagos, células mesangiales, neutréfilos y
células T reguladoras (Tregs). La expresion de CD39 esta regulada por varias
citocinas proinflamatorias, el estrés oxidativo y la hipoxia (Antonioli et al., 2013)

El segundo paso en el metabolismo de los nucle6tidos de purina lo realiza el CD73,
también conocida como ecto-5'-nucleotidasa (NT5E), es una AMP hidrolasa que
forma parte del mecanismo enzimatico extracelular que regula la conversién de ATP
extracelular desfosforilando el AMP en adenosina (Figura 1). Estructuralmente,
CD73 es un dimero de dos subunidades idénticas de 70 kD, ancladas a la
membrana plasmatica a través de un residuo de serina C-terminal, Ser 523, unido
a glicosilfosfatidil inositol (GPI). El transporte epitelial de iones y fluidos, el
mantenimiento de la barrera tisular, la hipoxia, el precondicionamiento isquémico y
la inflamacién se han relacionado estrechamente con la actividad de CD73 (Antonioli
et al., 2013).

Receptores de ADO: La adenosina, resultado de la hidrdlisis del ATP ejerce su
efecto inmunosupresor al unirse a sus receptores los cuales son una familia de
receptores acoplados a proteinas G. Esta familia incluye cuatro isoformas, A1R,
A2AR, A2BR y A3R. A1R, A2AR y A3R, que exhiben alta actividad en una baja
concentracion de ADO (1-100 nM), son receptores de alta afinidad, pero A2BR es
un receptor de baja afinidad que solo exhibe actividad en entornos con altos niveles
de ADO. El A1R tiene una distribucion amplia y es particularmente abundante en
los nervios, el corazén y los rifiones. A2AR se expresa en cancer, células natural

killer (NK), células T CD4*, células B, linfocitos T reguladores (Tregs), fibroblastos
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asociados al cancer (CAF), células T CD8*, macrofagos, el endotelio y el area
estriatal. A2BR se distribuye en el endotelio, Células Supresoras Derivadas de
Mieloides (MDSC), CAF, células dendriticas (DC) y células tumorales. A3R se
expresa en los sistemas nervioso y cardiovascular, subconjuntos de células
inmunes, higado y células tumorales (Antonioli et al., 2013).
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Figura 1. Via de adenosina a nivel intracelular y extracelular. Hidrdlisis de ATP mediante CD39 para
producir ADP y AMP. AMP se hidroliza a Adenosina mediante CD73 a nivel extracelular e intracelular. La
adenosina a su vez es desaminada a Inosina por parte de ADA. Tomado y modificado de Whiteside, 2017.

Adenosina desaminasa (ADA)

Como se menciond anteriormente, la adenosina puede interactuar con los
receptores de adenosina o ser transportada al citosol mediante transportadores de
nucledsidos y desaminarse a inosina por la adenosina desaminasa (ADA),
(Maneechotesuwan et al., 2016) (Figura 2).
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Figura 2. Formacidn de adenosina en el espacio extracelular pela la degradacion de ATP y la adenosina
y degradacion de la adenosina hacia Inosina por la accion de ADA.

La adenosina desaminasa sé€rica es una enzima que cataliza la conversion
irreversible de adenosina en inosina y desoxiadenosina en desoxiinosina. Estos
sustratos son muy toxicos para las células vivas y la ADA juega un papel importante
en la desintoxicacion. ADA aparece en el suero y en la mayoria de los tejidos,
especialmente en los tejidos linfoides, dado que es necesario para la diferenciacion
de monocitos a macrofagos y para el desarrollo de linfocitos By T. (Tecles et al.,
2018). Existen tres isoformas de la enzima denominadas ADA1, ADA2 y ecto-ADA.

ADAL, Es una proteina monomérica de 40 kDa, esta presente en todos los tejidos,
en todas las células, incluidos los eritrocitos. Es de gran importancia en el desarrollo
y proliferacion de los linfocitos (Pérez-Aguilar et al., 2010). Aunque no se ha

estudiado bien cdmo se regulan los niveles de ADAL.

ADA2, una enzima de 110 kDa, que consta de 511 residuos de aminoacidos, esta
codificada por el locus ADA2. ADA2 se considera critico para el mantenimiento de
la integridad vascular y responsable de la degradacion extracelular de la

adenosina. y es resistente a la inhibiciébn por la erythro-9- (2-hydroxy- 3-nonil)
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adenina (EHNA). Es la isoforma predominante en suero, se encuentra solo en
monocitos y macréfagos y es liberada por estas células cuando son estimuladas por
la presencia de microorganismos en su interior. También se ha implicado en la
regulacion de la proliferacion de células T activadas y macrofagos, asi como en la

diferenciacion de monocitos en macréfagos. (Zervou et al., 2020)

La ADA2 no es ubicua y coexiste con ADALl excepto en monocitos-macréfagos
humanos, siendo la principal isoenzima de ADA encontrada en el suero humano.
ADA2 tiene un pH o6ptimo de 6,5, lo que lo hace eficaz para desaminar altas
concentraciones de adenosina en un entorno ligeramente &acido, por ejemplo,

durante la inflamacién (Zervou et al., 2020).

La afinidad de ADA1 por la adenosina es 100 veces mayor que la de ADA2, y la
ADAL es inhibida por el analogo EHNA, pero ADA2 no lo es tanto, la actividad
plasmatica de ADA2 se realiza a una concentracion saturada de adenosina que es
~ 10 000 veces mayor que la fisiologica, y en presencia de EHNA para inhibir ADAL.
En estas condiciones in vitro, ADA2 representa la mayor parte de la actividad de
ADA medida en plasma (Pérez, 2010).

La deficiencia genética de ADAl da como resultado una inmunodeficiencia
combinada grave, mientras que la deficiencia de ADA2 provoca vasculitis sistémica
e insuficiencia de la médula ésea. ADAL es altamente eficiente en sitios bioldgicos
donde el pH es neutro incluso si la concentracién de sustrato es baja. Ademas,
podria interactuar con proteinas de membrana y existir como una ectoenzima

(eADA), desaminando Ado y dAdo en el espacio extracelular (Pérez, 2010).

Las citocinas que inducen la secrecion de ADAZ2, incluidas la Interleucina (IL) -12,
IL-18 e interferdn-y, no afectan la actividad de ADA1 (Lee, 2020).

Aunque ADA1l y ADA2 son exclusivamente citosolicas, la tercera isoforma es
considerada una ectoenzima (ecto-ADA) puesto que se ha detectado en la
superficie de células B, macrofagos y células T de sangre periférica, conectado a la

superficie de las células a través de proteoglicanos lo que sugiere que también
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podria estar involucrado en la sefalizacion célula-célula y que su presencia tendria

un papel importante en ciertas patologias (Monroy-Mora, 2020).

Rol de la via adenosinérgica en el cancer

En humanos, se ha demostrado la sobreexpresion de CD73 en varios canceres
como el melanoma, carcinoma de ovario, de mama, de colon, de cabeza y cuello
(Turiello et al., 2020). Existen reportes de una posible relacion entre la alta expresion
de CD39 / CD73 y un mal pronéstico en diferentes tipos tumorales. Este complejo
participa en el proceso de inmunoescape tumoral al inhibir la activacion, la
expansion clonal y la localizacion de las células T especificas del tumor. Ademas,
en particular CD39 puede contribuir como iniciadora de la angiogénesis tumoral
(Tecles et al., 2018) (Figura 3)
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Figura 3. Proceso de la via adenosinérgica en el microambiente Tumoral. Se muestra su mecanismo de
inmunosupresion, metdstasis, angiogénesis. ADO media las respuestas inmunosupresoras para la proteccion de
los tejidos adyacentes a la inflamacion de los ataques de las células inmunitarias. Tomado y modificado de
Huang, 2019

Para el caso de CD73 se ha reportado que puede regular a la baja la apoptosis de
las células leucémicas de Jurkat, regulando negativamente la frecuencia de factores
anti apoptéticos como lo son BCL2 y BCLXL y en afios recientes se ha propuesto
gue la alta expresion de CD73 puede funcionar como un biomarcador de metastasis

en melanoma y cancer de mama (Azambuja et al., 2019).

De igual forma, ADA resulta de gran importancia durante el desarrollo del cancer,
debido a su actividad reguladora de la reserva de adenosina intra y extracelular. Se
ha demostrado que la expresion de ambas isoenzimas de ADA (ADAl y 2) se
encuentra elevada en los tejidos tumorales de pacientes con cancer de mamay que
correlaciona con el grado del tumor, el tamafio y la afectacion de los ganglios

linfaticos. Si bien, la actividad de ADA2 se ha visto incrementada en el suero de
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pacientes, en el tejido mamario maligno se ha revelado una actividad mucho mayor
de ADA1 que de ADA2y no se han encontrado diferencias en las actividades séricas
de ambas isoenzimas entre las neoplasias mamarias malignas y benignas (Lee,
2020).

Las células cancerosas podrian ser una fuente potencial de ADA y la mayor
actividad de la ADA tumoral podria ser un reflejo de la acumulacién de células
inmunitarias ricas en ADA en los tumores de mama malignos. La ADA en el tumor
igualmente podria derivar de células endoteliales que proliferan activamente
durante la angiogénesis tumoral. Se ha propuesto que la alta actividad de ADA en
el microambiente tumoral puede ser un mecanismo compensatorio contra una
acumulacion toxica de sus sustratos debido al aumento del metabolismo de las
purinas y pirimidinas en los tejidos cancerosos. La alta actividad de ADA podria dar
una ventaja selectiva a las células cancerosas que producen una gran cantidad de

hipoxantina (Zajac et al., 2018).

Desregulacién de la via adenosinérgica en cancer

Se ha reportado que la expresion de CD39 estd aumentada en varios tumores
sélidos como cancer colorrectal, cancer de cabeza y cuello o cancer de pancreas,
asi como en la leucemia linfocitica crénica, lo que sugiere que esta enzima también
participa en el desarrollo y progresién de neoplasias. Recientemente, se ha
demostrado que una forma soluble cataliticamente activa de CD39 circula en sangre
humana y murina (Apasov et al., 2001).

El estrés producto de la hipoxia en el microambiente tumoral conduce a la
acumulacion de adenosina extracelular, principalmente a partir de la degradacion
de ATP a difosfato de adenosina (ADP) mediante CD39 y de este a monofosfato de
adenosina (AMP) para por ultimo convertirse en adenosina gracias a la accién de
CD73. La expresion y funcion de esta ultima esta regulada positivamente en
condiciones hipdxicas, asi como por la presencia de varios mediadores

proinflamatorios, como el factor de crecimiento transformante (TGF) -B, interferones
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(IFN), factor de necrosis tumoral (TNF) -a, interleucina (IL) -1B y prostaglandina
E 2. También se ha informado de un aumento en la expresion de CD73 en varios
tejidos neoplésicos, lo que sugiere la participacidon de esta enzima en la aparicién y

progresion de la neoplasia (Luning, 2012).

Por ultimo, la adenosina generada mediante la via adenosinérgica es degradada
por ADA y convertida en inosina. De tal manera que, la deficiencia de ADA da como
resultado niveles elevados de adenosina y dATP, cuya acumulacion es toxica para
los linfocitos. Ademas, en ausencia de ADA se promueve la liberacion mitocondrial
de citocromo ¢ provocando la apoptosis (Luning, 2012) y el agotamiento severo de
las células T, células B y células NK (Apasov et al., 2001). Lo anterior, provoca una
de las inmunodeficiencias mas graves conocidas que afecta a los seres humanos,

conocida como inmunodeficiencia severa combinada.

Es por ello que, las investigaciones actuales se han centrado en la seleccion de las
vias metabolicas del ATP celular que pueden alterarse durante patologias como la
tumorigénesis. La hidrolisis de ATP extracelular en adenosina por ecto-
nucleotidasas se ha documentado como una nueva via de control inmunoldgico que
puede deteriorar significativamente la inmunidad antitumoral de multiples tipos de
cancer considerandose una barrera significativa para la eficacia de las terapias
inmunes y convirtiéndose en una importante diana terapéutica para el tratamiento

del cancer.

La Simvastatina como agente terapéutico contra el cancer

La Simvastatina es un farmaco del grupo de las estatinas que son comunmente
utilizadas como farmacos para reducir el colesterol. Su funcion es inhibir moléculas
pequefias de la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa de la via
del mevalonato, también conocida como via de biosintesis del colesterol, de esta
forma, anula la produccion de isoprenoides farnesil pirofosfato (FPP) y gerangeranil
pirofosfato (GGPP), intermedios cruciales en la sefializacion celular, diferenciacion

y proliferacion (Monroy-Mora, 2020). Recientemente, han atraido la atenciébn como
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agentes terapéuticos potenciales en varios tipos de cancer, incluidos el de colon,

pulmén y mama (Wang et al., 2019).

Se ha demostrado que las estatinas participan en la apoptosis y la regulaciéon de la
proliferacion en las células de cancer de mama. Simvastatina inhibe HMGCR,
induce la apoptosis en las células cancerosas, regula a la baja Akt y NF-kB, el 6xido
nitrico y regula al alza ROS (Bai et al., 2019).

En estudios sobre cancer de ovario, se ha examinado el efecto de la Simvastatina
sobre la proliferacion celular en las lineas celulares de cancer de ovario, Hey y
SKOV3, donde este farmaco muestra una inhibicion eficaz en la proliferacion celular
de una manera dependiente de la dosis en ambas lineas celulares (Stine et al.,
2016). Los efectos antitumorigénicos de la Simvastatina también se reflejan en el
aumento de las ROS y el dafio del ADN. Aunado a esto, la Simvastatina puede
funcionar para inhibir la adhesion y la invasion en las células de cancer de ovario,
asi como para inducir la apoptosis, la detencién del ciclo celular, el estrés celular y
la reduccién de la angiogénesis. Se ha encontrado de igual forma, una reduccion
sustancial en el crecimiento del tumor en modelos de raton de cancer de ovario

seroso tratados con Simvastatina (Stine et al., 2016).

Por ejemplo, en modelos de cancer de mama, se ha demostrado que las células
MDA-MB-231 son mas sensibles a la toxicidad de la Simvastatina que a otros tipos
de estatinas en distintas concentraciones de manera dependiente, ademas de un
aumento del gen supresor de tumores p21 y p27 e inhibe significativamente la
invasion de las células. Incluso, se ha mostrado su eficacia al aumentar los niveles
de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las células tumorales y generar dafio
en el ADN de las mismas (Bai et al., 2019).

La Simvastatina inhibe significativamente la via de sefalizacion de PI3K / Akt /
MTOR aumentando la expresion de PTEN, un supresor de tumores. De esta
manera, la Simvastatina desactiva también las vias de sefalizacion MAPK / ERK en

el cancer de mama (Wang et al., 2015).
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En modelos de ratén, la Simvastatina altera el potencial metastasico de las células
tumorales, inhibiendo significativamente el establecimiento de colonias dentro de

otros 6rganos como pulmon o cerebro (Wolfe et. al., 2015).

Ademas, en trabajos previos observamos que la Simvastatina inhibié la proliferacion
de células de cancer de mama murino de manera dependiente de las dosis (Avila
Ibarra, 2022).

La Simvastatina en la inhibicion de la via adenosinérgica

Kowalczyk y colaboradores en 2008 hallaron que la Simvastatina inhibe hasta en un
50% la actividad de ADA en plasma de conejos, especialmente el isotipo ADA2
(Kowalczyk & Kopff, 2008). De igual manera, se ha demostrado que Simvastatina
revierte la actividad de ADA suprimida por IL-13 que conduce a la regulacion a la

baja de la sefializacion de adenosina. (Maneechotesuwan et al, 2016).

Ademas, Monroy Mora en 2020, constaté que Simvastatina tiene la capacidad de
inhibir la actividad enzimatica de ADA en lineas celulares de CaCu (C33-A, Caski,
HelLa) de manera parcial y demostré que Simvastatina disminuyo la expresion de
ARNmM de ADA en células tumorales CaSKi y HelLa en aproximadamente 50% vy
30%, respectivamente, sugiriendo que Simvastatina puede tener un efecto
inhibitorio sobre ADA, tanto a nivel de su expresion como de su actividad enzimatica.
Sin embargo, hallé que la Simvastatina no inhibio la actividad enzimatica de sADA
(adenosina desaminasa sérica) contenida en los sobrenadantes de las tres lineas
celulares de CaCU. Asi mismo, revel6 que los niveles de ADA1 Y ADA2 presentan
mas de dos veces su cantidad en plasma de pacientes con CaCU en relacién a la

contenida en los plasmas de los pacientes normales.

JUSTIFICACION

La via adenosinérgica juega un papel clave en la modulacion de las respuestas
inmunes en condiciones fisioldgicas y patolégicas. En procesos neoplasicos puede
inhibir la inmunidad antitumoral y promover el crecimiento, la supervivencia, la

angiogénesis, la quimio resistencia y la metastasis de las células tumorales. La
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adenosina resultante de esta via puede interactuar con sus receptores o ser
transportada al citosol y desaminarse a inosina mediante la enzima adenosina
desaminasa (ADA), cuya actividad regula la reserva de adenosina intra y
extracelular funcionando como modulador clave de la funcién celular lo cual podria

dar una ventaja selectiva a las células cancerosas favoreciendo su sobrevivencia.

En tejidos tumorales como el cancer de mama los niveles de adenosina desaminasa
(ADA) se han visto elevados, funcionando como un modulador clave de la funcion

celular y la respuesta antitumoral.

Con la finalidad de contrarrestar los efectos negativos de la expresion de ADA en
los tumores, se han empleado farmacos como las estatinas. Las estatinas usadas
comunmente como farmacos para reducir niveles de colesterol, han sido probadas
como inhibidores de ADA. Por ejemplo, Kowalczyk y colaboradores en 2008 hallaron
que la Simvastatina inhibe hasta en un 50% la actividad de ADA en plasma de
conejos (Kowalczyk et al., 2008) y nuestro equipo de investigacion reporté que
Simvastatina inhibié la proliferacion de células tumorales de CaCU y disminuy?d la
expresion del ARNm de ADA (Monroy-Mora, 2020).

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la
administracion de Simvastatina en el crecimiento tumoral y la concentracién de ADA
en suero de ratones Balb/c inoculados con células JC. Los resultados obtenidos de
este trabajo podrian ser importantes, considerando que esta enzima brinda ventaja
selectiva a las células cancerosas al regular la reserva de adenosina intra y
extracelular. De tal manera que, su inhibicion podria mejorar la respuesta
antitumoral observandose la reduccién de crecimiento tumoral y podria sugerirse

como coadyuvante de las terapias antitumorales actuales.
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HIPOTESIS

Se sabe que Simvastatina reduce la proliferacién de células tumorales, disminuye
la expresion de ADA en membrana, y la concentracion de ADA en plasma. Por lo
cual, se espera que al administrar Simvastatina a ratones Balb/c inoculados con
células tumorales JC, el crecimiento tumoral y la concentracion de ADA en suero

disminuyan, y se incremente la sobrevivencia de los animales tratados.

OBJETIVOS

General.

- Evaluar el efecto de Simvastatina en el crecimiento tumoral y la
concentracion de adenosina desaminasa en suero de ratones BALB/c,

inoculados con células tumorales JC

Particulares

Evaluar el efecto de Simvastatina sobre la viabilidad en la linea celular JC

de cancer de mama.

- Inducir crecimiento tumoral en ratones de la cepa Balb/c con la linea celular
JC de cancer de mama.

- Monitorear crecimiento tumoral y supervivencia en ratones tratados con
Simvastatina via oral.

- Analizar la concentracion de ADA en suero de ratones con crecimiento

tumoral y tratados con Simvastatina.

27



MATERIAL Y METODO

Cultivo de JC.

Se utilizaron células de la linea celular JC, las cuales se cultivaron con medio de
cultivo compuesto por RPMI 1640 de (GibcoBRL Life Technologies) suplementado
al 10% con Suero Fetal Bovino (SFB) (GibcoBRL Life Technologies). Las células
fueron mantenidas bajo condiciones de esterilidad a temperatura de 37°C en una
incubadora (Forma Scientific), con 5% de CO2 y un ambiente de humedad

saturante.

Ensayo de viabilidad celular: determinacion de la ICso de

Simvastatina.

Se sembraron por triplicado 1x10% células de la linea celular JC en placas de 96
pozos de fondo plano en presencia de diferentes concentraciones de Simvastatina
(2mM, 1mM, 0.5 mM, 0.25 mM, 0.125 mM, 0.06 mM, 0.03 mM, 0.0 mM) en
volumenes finales de 100 puL a 24 y 48 horas. Se eliminaron los sobrenadantes y
se reemplazé con 20 puL de solucion CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell
Proliferation Assay (Promega, USA), el cual contiene un compuesto de tetrazolio,
gue es bioreducido por las células en un producto de formazan que es soluble en
medio de cultivo de tejidos a una concentracion final de 317 (g/mL, y posteriormente
las placas fueron incubadas por 1.5 h a 37°C. La reduccion del compuesto de
tetrazolio MTS a formazan es directamente proporcional al nimero de células vivas
en cultivo y fue medida a una longitud de onda de 490 nm mediante un lector de
placas para ELISA.

La concentracion de Simvastatina para inhibir la viabilidad celular en 50% (IC50) se
evaluo con la ayuda del software GRAPH-PAD PRISM.
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Inoculacion de células tumorales en ratones.

Para la inmunizacién e induccion de tumores se usaron grupos de cinco ratones
hembra de la cepa BALB/C de 6-8 semanas de edad, del bioterio de la facultad de
Estudios Superiores Zaragoza, donde se mantuvieron en condiciones reguladas de
bioterio, alimento y agua a libre disposicion. El ensayo se realizé de acuerdo a lo
establecido en la NOM-062- ZO0O-1999 y el manual del Comité Institucional para el
Cuidado y el Uso de los Animales Experimentales CICUAE-FMVZ-UNAM para el
manejo de animales de experimentacion. Los ratones se distribuyeron en grupos de
cinco ratones: Grupo control (ratones solo con inoculacion con células JC sin
tratamiento), grupo tratado (ratones inoculados con células tumorales y tratados con
Simvastatina 10mM. A los ratones se les inoculé6 de manera subcutanea 1x10°
células JC suspendidas en 0.1 mL de PBS a nivel dorsal. A partir del dia 0 el
monitoreo se efectud cada tercer dia. El volumen del tumor fue calculado tras medir
el largo y ancho del mismo con ayuda de un vernier y aplicando la siguiente férmula:
V =(R1 + R2?%/2, donde R1 y R2 fueron los valores obtenidos a partir de la
medicion perpendicular del tumor. Después de 14 dias de la inoculacion cuando los
tumores fueron palpables (0.5cm), se inici6 el tratamiento con Simvastatina via oral

en el agua de uso a una concentracion de 114 ug por dia para cada raton.

Cuantificacion de ADA en suero de raton.

Obtencion de sueros

Transcurridos 30 dias de monitoreo del crecimiento tumoral o alcanzados 2 cm de
volumen, se procedi6 a sacrificar a los ratones de cada grupo mediante
exanguinacion axilar, cortando la vena axilar bajo anestesia. Posterior a ello, la
sangre obtenida se centrifugd (8000 rpm/10 minutos) para obtener el suero, el cual
se almaceno a -70°c para su uso posterior en los ensayos de deteccion de

anticuerpos (ELISA).
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Deteccion de ADA mediante la técnica ELISA.

La deteccion de anticuerpos mediante ELISA se realizé de la manera siguiente: Por
triplicado se colocaron 100 pyL de muestras de suero diluidas (1:200) en PBS en una
placa de 96 pozos de fondo plano, se cubrié con aluminio y se incubd por una hora
a 37°C. Se incubd por una noche en refrigeracion a 4°C. Al siguiente dia se
desecharon los sobrenadantes de la placa y se realizaron 2 lavados con 300
pL/pozo de TBS Tween 20 al 0.1% y se colocaron 100 uL de solucién bloqueadora
TBS-BSA compuesta por TBS-Tween 20 al 0.1% y 2% de albumina sérica bovina
(BSA 2%), se incub6 por dos horas. Transcurrido este tiempo, se realizaron 4
lavados con 300 uL/pozo de TBS Tween 20 y se afiadieron 100 uL de anticuerpo
primario (Anti-ADA) (Novus NBP1-87404) /pozo a una dilucion de 1:1000 en
solucion TBS-BSA 2% y se incub6 a 37°C por dos horas. Posteriormente se lavo 6
veces con 300 pL /pozo de TBS Tween 20 y se agrego el anticuerpo secundario
(Goat Anti rabbit 1gG, Millipore Corp) 100 uL/pozo a una dilucion de 1:1000 en
solucién TBS-BSA 2%, se incubd por dos horas. Se realizaron 8 lavados méas con
300 pL /pozo de TBS Tween 20. Por ultimo, se adicionaron 100 pl de una solucion
de 0.03gramos de sustrato de fosfatasa alcalina (Sigma USA), por cada 5ml de

solucion de Dietanolamina y se incubaron una hora mas a 37°C.

La reactividad enziméatica se evalu6 por formacion de color, mediante un lector de
placas ELISA, a una longitud de onda de 405 nm. La densidad éptica fue equivalente

a la cantidad de ADA presente en los sueros.

Determinacion de ADA en sueros de raton BALB/c mediante
cromatografia en capa fina

Para la determinacién de la isoforma predominante de ADA, se analizaron 7
diferentes muestras de sueros de ratones BALB/c. Donde 5uL de cada suero fueron
colocados en tubos Eppendorf e incubados en presencia de 95uL de ADO 5mM con

medio OPTIMEM libre de SFB. Como control positivo de inhibicion de ADA, se

afadio el inhibidor especifico de ADA EHNA a una concentracion final de 1mM en
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un volumen total de 100uL. Se utilizé pentostatina a una concentracion (10 uM) para
inhibir la actividad de ADA2

Al inicio de la incubacién y después de 24, 48 y 72 horas se tomaron alicuotas de
1uL de cada sobrenadante y se colocaron sobre laminillas fluorescentes de poliéster
de silica gel para realizar la Cromatografia en capa fina (CCF), (Sigma, USA). Como
testigos se emplearon muestras de 1uL de ADO, INO e HYP (Sigma, Life Science)
a una concentracion de 10mM cada una. Las laminillas de CCF se colocaron en una
camara de elucién conteniendo 2.5mL de una mezcla de solventes organicos. Fase
movil: isobutanol (7mL), etil acetato (4mL), metanol (3mL) y amonio (4mL). Las
muestras se eluyeron durante 30 minutos y posteriormente las laminillas fueron
retiradas para su secado a temperatura ambiente. Los productos generados
fueron visualizados y fotografiados a través de un transiluminador con luz
ultravioleta (UV).

Analisis estadistico de los datos.

Los datos de volumen tumoral obtenidos durante el experimento fueron evaluados
ante un analisis de varianza (ANDEVA), seguida de una prueba de Tukey para

determinar las diferencias en cada uno de los grupos control o de tratamiento.
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RESULTADOS

Efectos de Simvastatina sobre la proliferacion en la linea celular
JC.

Para poder analizar el efecto de Simvastatina en la proliferacion celular se realizo
un ensayo de viabilidad. Para ello, 1x10* células JC se colocaron en una placa de
96 pozos y se incubaron durante 24 o 48 horas con diluciones seriadas de
Simvastatina (2 mM, 1mM, 0.5 mM, 0.25 mM, 0.125 mM, 0.06 mM, 0.03 mM, 0.0
mM) por triplicado. Como control negativo se utilizaron células cultivadas sélo con
medio de cultivo. Al concluir el periodo de incubacion, se adicionaron 5ul de Cell
Titer y se incubaron por 1.5 horas a 37 °C en oscuridad y se midi6 la densidad
Optica a 490 nm. El tratamiento con Simvastatina durante 48 horas produjo un mayor
efecto inhibitorio de la viabilidad de las células JC que el producido en las células
incubadas durante 24 horas. De hecho, la IC50 obtenida en las células tratadas por
48 horas con Simvastatina fue de 122 pM, mientras que en aquellas tratadas
durante 24 horas fue de 316.2 uM (figura 4A y 4B).
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Figura 4. Simvastatina inhibe la viabilidad de células tumorales JC. Se muestra la ICso de 1x10* células JC

tratadas con diluciones seriadas de Simvastatina (2 mM, 1mM, 0.5 mM, 0.25 mM, 0.125 mM, 0.06 mM, 0.03 mM,
0.0 mM). La ICsp se calculé a 24 horas (A) y a 48 horas (B) mediante el software Graphpad Prisma version 8.

Efecto de Simvastatina sobre el crecimiento tumoral en ratones
Balb/c

Para evaluar el efecto de la simvastatina en el crecimiento de los tumores en ratones
hembra de la cepa Balb/c, éstos fueron inoculados a nivel dorsal de manera
subcutanea con 1x10° células JC suspendidas en 0.1 mL de PBS. Después de 14
dias de la inoculacion de las células tumorales, se establecieron grupos de cinco
ratones para llevar a cabo los tratamientos de la siguiente manera: Grupo control,
sin tratamiento; Grupo experimental (Simvastatina), ratones que recibieron 20ug de
Simvastatina diariamente por via oral; Grupo vehiculo, ratones que recibieron
solucion vehiculo en donde la Simvastatina fue disuelta. Después de 27 dias de

monitoreo, se encontrd que los ratones de los grupos control y vehiculo, presentaron
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un crecimiento tumoral similar, en donde el volumen tumoral promedio fue de 0.7cm3
+ 0.3340 y 0.6cm?® + 0.1337, respectivamente; mientras que el grupo tratado con
Simvastatina mostr6 una tendencia a disminuir el crecimiento tumoral, obteniéndose
un tamafio promedio de 0.4cm3 + 0.1296, aproximadamente 40% respecto al

crecimiento tumoral del grupo control (Figura 5).
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Figura 5. Efecto de Simvastatina en el crecimiento tumoral de ratones Balb/c inoculados con células JC.
Células JC (1x108) fueron inoculadas en cada uno de los ratones Balb/c, 14 dias después se
establecieron grupos de 5 ratones los cuales recibieron los siguientes tratamientos: Grupo control, sin
tratamiento; Grupo experimental (Simvastatina) 20ug diariamente por via oral; Grupo vehiculo, ratones
que recibieron solucién vehiculo (etanol 0.2%). Se muestra el volumen tumoral total a los 27 dias.
Diferencia no significativa (P>0.001).
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Simvastatina aumentoé la sobrevivencia de ratones BALB/c

Para analizar el efecto de la Simvastatina sobre la sobrevivencia de los ratones
BALB/c inoculados con las células tumorales JC y que posteriormente recibieron los
diferentes tratamientos, se monitoreo de los ratones se prolongo6 hasta los 48 dias
de haber recibido el in6culo de las células tumorales. Ninguno de los ratones del
grupo control o vehiculo sobrevivieron después de 33 y 37 dias, respectivamente.
Sin embargo 2/5 ratones tratados con Simvastatina sobrevivieron después de 48
dias (Figura 6). Estos resultados sugieren que el tratamiento de los ratones con
Simvastatina, ademas de tener un efecto inhibitorio del crecimiento tumoral,

aumenta su sobrevivencia respecto a los ratones utilizados como control.
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Figura 6. Efecto de Simvastatina en la sobrevivencia de ratones Balb/c inoculados con células tumorales
JC. Células JC (1x108) fueron inoculadas en cada uno de los ratones Balb/c, 14 dias después se
establecieron grupos de 5 ratones los cuales recibieron los siguientes tratamientos: Grupo control, sin
tratamiento; Grupo experimental (Simvastatina) 20ug diariamente por via oral; Grupo vehiculo, ratones
gue recibieron solucion vehiculo (etanol 0.2%). Se muestra el seguimiento de la sobrevivencia de los
grupos de ratones a 48 dias después de haber recibido el inéculo de las células tumorales.

35



Simvastatina disminuye la concentracién de ADA sérica en
ratones Balb/c inoculados con células tumorales JC

Para determinar la concentracion de ADA en los sueros de los ratones BALB/c
inoculados con las células tumorales JC, se llevo a cabo un ensayo de ELISA.
Después de 27 dias, de haber inoculado las células tumorales JC, se obtuvieron
muestras séricas de los ratones. Se colocaron por triplicado 100 uL de muestras de
suero diluidas (1:200) en PBS en una placa de 96 pozos de fondo plano. Se
afiadieron 100 yL de anticuerpo / pozo a una dilucién de 1:1000 en solucion TBS-
BSA 2%. Como control positivo se realiz6 una curva de concentracién con enzima
recombinante humana ADA (Figura A). Los sueros de los ratones tratados con
Simvastatina mostraron una tendencia a disminuir la concentracion de ADA (74.84
+ 33.5719) en relacién a los sueros de los ratones del grupo control (79.51 +
27.7442), respectivamente (Figura 7). Es importante mencionar que la
concentracion de ADA sérica mostro una correlacion inversa respecto al volumen
tumoral (r=0.963, p<0.0001) (Figura 8).
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Figura 7. Simvastatina disminuye la concentracion de ADA sérica en ratones BALB/c inoculados con células JC. Muestras de
suero de ratones sin tratamiento (control) o de ratones tratados con Simvastatina (Simvastatina) fueron analizadas por
ELISA para determinar las concentraciones de ADA. A) Se muestra la curva patréon de ADA recombinante humana. (B) Se
muestran las concentraciones de ADA sérica de los ratones BALB/c inoculados con células JC, y de ratones inoculados con
células JCy tratados con Simvastatina durante 27 dias.

37




— 140
E 120 <} Ratones Control
o Ratones Tratados
c 100 +.._ . 4 con Simvastatina
@ g0l e
i 0o T .
e 4 Tl
O e
T T
g 20 r=0.963 ¢
{ p < 0.0001
n T T T T T 1
0 0.5 1 15 2 2.5 3

Volumen tumoral (cm?3)

Figura 8. Se muestra la correlacion entre la concentracion de ADA en sueros y el volumen tumoral
de ratones BALB/c inoculados con células JC con o sin tratamiento de Simvastatina. Spearman,
r=0.963, P<0.0001.

Pentostatina inhibe la actividad de ADA presente en sueros de ratones

BALB/c tratados con Simvastatina.

Con el objetivo de determinar la actividad de ADA en los sueros de los ratones
BALB/c: 4 muestras de ratones del grupo control y 3 de ratones tratados con
Simvastatina. Para ello, 5uL de cada suero fueron colocados en tubos Eppendorf e
incubados 0, 24, 48y 72 h en presencia de una concentracion final de 5mM de ADO,
y bajo los siguientes tratamientos: Sin inhibidor (Inh (-)); en presencia de 1mM de
EHNA (EHNA), inhibidor especifico de ADA1; en presencia de 10 uM de
pentostatina (Pentostatina), inhibidor de ADA1 y ADA2; y en presencia de 10uM
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de pentostatina y 1mM de EHNA, con volumenes finales de 100 pL. Las muestras
fueron analizadas mediante cromatografia en capa fina. Después de 24h de
incubacion, se observé que los sueros de los ratones (Inh (-)) comenzaron a
convertir la ADO en INO; mientras que, los sueros de los ratones tratados con
Simvastatina mostraron menor capacidad para convertir la ADO en INO, aldn
despues de las 72 horas de incubacién (mostrado en recuadros color rojo). Por otro
lado, se observd que la adicion de EHNA, Pentostatina o EHNA + Pentostatina
produjo la inhibiciébn completa de la actividad de ADA en las diferentes muestras de
sueros (Figura 9). Estos resultados indican que los sueros de los ratones
inoculados con las células tumorales JC y que recibieron Simvastatina, ademas de
mostrar menores concentraciones de ADA sérica (Figura 7), presentaron menor
capacidad para desaminar ADO a INO (Figura 9), y que ADAL sea la principal

isoforma de ADA contenida en estas muestras séricas.
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Figura 9. Actividad enzimdtica de ADA en suero de Ratones Balb/c inoculados con células tumorales JC. Sueros de ratones
Balb/c inoculdos con células tumorales JC y mantenidos durante 27 dias sin tratamiento (Ctrl) o tratados con Simvastatina
(Sim) fueron incubados a una dilucién 1:20 en presencia de ADO (5mM concentracion final) por 0, 24, 48 y 72 horas, en
ausencia de inhibidor de ADA (Inh (-)), o en presencia 1ImM del inhbidor de ADA1 (EHNA), de 10uM del inhibidor de
ADA1/ADA2 (pentostatina), o de ambos inhibidores EHNA+Pentostatina. Adenosina (ADO), Inosina (INO) e Hipoxantina
(HYPOX) fueron utilizadas como testigos de corrimiento en la Cromatografia de Capa Fina.
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DISCUSION

En afios recientes se ha descrito la relevancia de la via adenosinérgica dentro de
los procesos de desarrollo del cadncer, por ejemplo, se ha asociado con una via de
sefalizacion de la adenosina (generada por las ectonucleotidasas CD39/CD73)
sobre sus receptores especificos y su impacto con la progresion tumoral, a través
de la activacion de mecanismos como la proliferacion celular desordenada, la
promocion de la angiogénesis, la inhibicion de la apoptosis, resistencia a farmacos
e inmunosupresion, (Pfaffenzeller et al., 2020). Por ejemplo, se ha encontrado que
CD73 se sobreexpresa en melanoma y cancer de mama (Huang et al., 2019). Sin
embargo, las altas concentraciones de adenosina producida dentro del
microambiente tumoral, como ocurre en los tumores ginecoldgicos (Bagheri et al.,
2019), pueden ser reguladas por la adenosina desaminasa (ADA), cuya alta
expresion se ha relacionado con la proteccion del tumor al efecto citotoxico de
adenosina (Kutryb-Zajac et al., 2018). Por tanto, la inhibicién de la degradacion de
adenosina merece una atencion especial en la terapia del cancer (Kutryb-Zajac et
al., 2018). ADA es una enzima que cataliza la reaccion de desaminacion de
adenosina a inosina dentro del metabolismo de las purinas (Allison et al., 2022). La
actividad de ADA se halla en practicamente todos los tejidos. Sin embargo, su mayor
actividad se encuentra en el tejido linfoide, principalmente en los linfocitos T. De la
misma manera, se ha propuesto a ADA como un marcador de la inmunidad mediada
por células y su actividad puede estar aumentada en patologias como linfomas o
enfermedades autoinmunes (Coitinho et al., 2007). La inhibicién de ADA conduce a
la supresion de la proliferacion celular en leucemias y linfomas (Ozomi, 1998).
Ademas, dicha inhibicion disminuye el tamafio y crecimiento tumoral en modelos de
ratdn con lineas celulares de cancer de mama (Kutryb, 2018). Sin embargo, el efecto
de ADA en ciertos tumores aun no se ha esclarecido totalmente. Por lo tanto, el
analisis de la inhibicion de esta enzima resulta ser interesante como estrategia
terapéutica en cancer (LinWang et al., 2021). En este sentido, nuestro grupo de
investigacién ha descrito que ADA se expresa diferencialmente entre las lineas

celulares de CaCu, mostrando que el Hidrocloruro de adenina (eritro-9-(2-Hidroxi-
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3-nonil) (EHNA), inhibidor especifico para ADAL, redujo la actividad enzimatica de
ADA en las células tumorales, ademés de inducir su apoptosis, mostrando que la
presencia de ADA en las células tumorales de CaCu puede tener una funcion

protectora ante el efecto citotoxico de ADO (Monroy-Mora, 2019).

Por otra parte, se ha demostrado que las estatinas, que son inhibidores competitivos
de la 3-hidroxi-3metilglutaril-coenzima A (HMG-Co A) reductasa, una enzima
implicada en la sintesis del colesterol, especialmente en el higado, inducen la

apoptosis y regulan la proliferacion de células en modelos tumorales.

En este contexto, la Simvastatina ha sido evaluada como un inhibidor efectivo de la
viabilidad de células tumorales de cancer cérvico uterino, mediante la inhibicion de
la via del mevalonato (Crescencio, 2009). De igual forma, como un importante
farmaco antitumoral en neoplasias como préstata, pulmon y de mama (Wolfe et al.,
2015). En modelos de cancer de mama, se ha demostrado que las células MDA-
MB-231 son sensibles a la toxicidad de la Simvastatina de manera dependiente de
la dosis, e inhibe significativamente la invasion de las células tumorales (Wang,
2016). En modelos de ratdn, la Simvastatina también altera el potencial metastasico
de las células tumorales, impidiendo el establecimiento de colonias dentro de otros

organos como pulmoén o cerebro (Wolfe, 2015).

Por otro lado, en algunos estudios se ha demostrado que el tratamiento con
Simvastatina disminuye la actividad enzimatica de ADA en sueros de ratones con
tumores (Kutryb-Zajac et al., 2018), o en plasmas de conejo (Kowalczyk et al.,
2008). En ensayos realizados por nuestro grupo de trabajo, se ha encontrado que
Simvastatina tiene la capacidad de inhibir la actividad enzimatica de ADA en células
tumorales de CaCu (Monroy Mora, 2020). En el presente estudio, utilizando células
JC de cancer de mama y un modelo tumoral de células JC en ratones BALB/c,
encontramos que Simvastatina disminuy6 la viabilidad de las células tumorales
cultivadas in vitro de manera dependiente de la dosis y del tiempo de cultivo, debido
a gque a 48 horas de cultivo se requirié de 50% de la dosis de Simvastatina utilizada
a las 24 horas para obtener la IC50. Resultados similares fueron reportados por

Yao y colaboradores en 2021; y Rezano y colaboradores en 2019, quienes
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mostraron que Simvastatina inhibe fuertemente a las células MDA-MB-231 y en
menor grado a MCF-7, lo cual fue asociado con la inhibicién de la enzima HMGCR
para lograr la inhibicion de la via del mevalonato. De igual manera, Wang y
colaboradores en 2016 determinaron que la Simvastatina induce la apoptosis,
inhibe la proliferacion y suprime las vias PI3K/Akt/mTOR y MAPK/ERK en el cancer
de mama, y estos efectos antitumorales son mediados por la inhibicién de la via del
mevalonato. Ademas, en 2009, Crescencio y colaboradores hallaron que la
Simvastatina era el inhibidor mas eficaz de proliferacion de las células tumorales de
CaCu.

En nuestro modelo de estudio también encontramos que el tratamiento con
Simvastatina tuvo un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de tumores,
encontrandose disminucion de 40% respecto a los ratones que no recibieron
tratamiento. Este efecto también se vio reflejado en una mayor sobrevivencia (mas
de 10 dias) de los ratones tratados con Simvastatina en comparacion con los del
grupo Control y Vehiculo. Kutryb-Zajac y colaboradores en 2018, mostraron
resultados similares al utilizar 2'desoxicoformicina (dCF) para inhibir ADA en
modelos tumorales de mama, mostrando asi una disminucién en el crecimiento y
masa tumoral. En otro estudio también se encontr6 que la Simvastatina inhibe el
proceso de angiogénesis tumoral de mama mediante la regulacion negativa de HIF-
1a (Chang et al., 2018). Ademés, en otros tipos de cancer, como el de colon, se ha
descrito que la Simvastatina puede tener un papel quimiopreventivo, ya que puede
inhibir el crecimiento tumoral, y reducir el proceso de metastasis (Gohlke et al.,
2022) vy, por lo tanto, explica los efectos benéficos de las estatinas sobre los tumores

malignos.

Por otro lado, en nuestro estudio encontramos que los sueros de los ratones
tratados con Simvastatina presentaron menores concentraciones de ADA y
capacidad para desaminar la ADO en INO, que los sueros de ratones del grupo
control (ratones que recibieron células JC y no recibieron tratamiento). Estos
resultados son similares a los obtenidos por Kowalczyk et al., 2008, quienes

encontraron que sueros de ratones tratados con Simvastatina mostraron
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disminucién de 50% de la actividad de ADA presente en el plasma de conejos. No
obstante, hay que considerar que en comparacion al estudio de Kowalczyk, nuestro
estudio se llevé a cabo en un modelo de tumor en ratones BALB/c, en donde varias
fuentes celulares ricas en ADA pueden contribuir a la liberacion de ADA soluble
contenida en los plasmas de estos ratones. Por ejemplo, la acumulaciéon de células
inmunitarias, asi como las células endoteliales activadas en los tumores de mama
malignos durante la angiogénesis tumoral, exhiben una gran actividad de ADA
(Antonioli et al., 2012; Kutryb-Zajac et al., 2016). En nuestro estudio también
encontramos una correlacion inversa entre las concentraciones séricas de ADA Yy el
tamafo tumoral. En este sentido, es conocido que altos niveles de ADO en el
microambiente tumoral se asocian con mayores efectos inmunosupresores, y que
la desaminacion de ADO mediante la presencia de ADA podria atenuar dicho efecto
inmunosupresor (Kutryb-Zajac et al., 2018), lo cual nos hace suponer que la
acumulacion de ADO, asociada con un menor contenido de ADA sérica, podria

conducir a un aumento en el crecimiento y progresion tumoral en los ratones.

Tomando en cuenta que la expresion de ADAL1 y ADA2 se encuentran elevadas en
los tejidos tumorales y sueros de pacientes con cancer de mama (Lee, 2020), en
nuestro modelo, en el cual se utilizaron células JC de cancer de mamam murino, se
pretendié analizar si ambas isoformas de ADA estaban contenidas en los sueros de
los ratones bajo experimentacion. Para ello, se utilizaron los inhibidores EHNA,
especifico para ADA1 (Nakajima, et al., 2015), y Pentostatina, el cual inhibe tanto a
ADA1 como a ADA2 (Kutryb-Zajac et al., 2018). En nuestro estudio encontramos
gque EHNA, Pentostatina o la combinacion de ambos inhibidores, inhibieron
completamente la actividad de ADA contenida en los sueros de los ratones del grupo
control y de los ratones tratados con Simvastatina, lo cual hace sugerir que ADA1
es la principal isoforma que se encuentra contenida en los sueros de estos ratones.
EHNA es un inhibidor analogo de purina que bloquea la actividad de ADA de manera
irreversible y su uso clinico no a sido aprobado por la FDA, debido a su uso puede
generar un alto grado de toxicidad (Trincavelli et al., 2013). Por lo que se requiere
de inhibidores estables de ADA de accidn corta y baja toxicidad. En este contexto,

se ha propuesto gue pentostatina, la cual tiene afinidad tanto para ADA1 como para
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ADA2, puede ser eficaz en el tratamiento de diferentes tumores que sobre-expresen
ADA (Lee et al., 1984). No obstante, aunque ya ha sido aprobada por la FDA para
el tratamiento de leucemia de células pilosas, su mecanismo de accion aun no ha
sido completamente esclarecido (Grever et al., 2019). En nuestro estudio
observamos que Simvastatina, ademas de disminuir la viabilidad de las células
tumorales, disminuyd la concentracion de ADA en los sueros de los ratones
inoculados con las células tumorales JC. En este sentido, en un estudio previo de
nuestro grupo de trabajo se observé que Simvastatina disminuyo la expresion de
RNAmM de ADAL en células de CaCu (Monroy-Mora, 2020), en consecuencia, es
factible que la disminucién de la concentracion de ADA contenida en los sueros de
los ratones tratados con Simvastatina pueda deberse a este efecto. Por lo cual,
sera importante estudiar a profundidad la cinética de inhibicién de la expresion de
ADA por Simvastatina y su impacto en la reduccion del crecimiento tumoral en

tumores que sobre-expresan ADA.
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CONCLUSIONES

Simvastatina inhibi6 la proliferacion de células JC de manera dependiente de las
dosis, en donde la ICso fue de 316 pM a 24 hy 122 uM a 48 h.

Simvastatina inhibiod el crecimiento tumoral en ratones Balb/c inoculados con células
JC y tuvo un incremento notable en la sobrevivencia de los ratones tratados con el

farmaco respecto al grupo control.

Simvastatina redujo la concentracion de ADA sérica de ratones Balb/c inoculados

con células JC.

La inhibicion de ADA, con EHNA y Pentostatina, sugiere que ADAL sea la principal
fuente de ADA contenida en los sueros de ratones Balb/c inoculados con células
JC.
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PERSPECTIVAS

« Evaluar el efecto de diferentes dosis de simvastatina en la disminucion de la
expresion de ADA en tejidos tumorales y de las concentraciones séricas de
ADA.

« Determinar el efecto del tratamiento de Simvastatina en las poblaciones de

linfocitos T infiltradas en los tumores.
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