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RESUMEN

El cancer cérvico-uterino (CaCu) representa una de las principales causas de muerte por
tumores en las mujeres mexicanas. Cada afio se diagnostican alrededor de 12,000 casos
nuevos de cancer invasor y mueren cerca de 6,000 mujeres por este padecimiento. Se ha
descrito que la infeccion persistente por virus de papiloma humano (HPV) de alto riesgo y la
deficiente respuesta inmune para eliminar a las células infectadas en sus etapas iniciales juega
un papel muy importante en la progresion de la enfermedad. En este contexto, varios factores
inmunosupresores pueden intervenir para evitar que la respuesta inmune participe de manera
eficiente, debido a que las células tumorales han desarrollado mdultiples mecanismos para
evadir el reconocimiento inmune y suprimir la funcion efectora de linfocitos T citotéxicos. Un
mecanismo inmunosupresor recientemente propuesto es la via adenosinérgica, en la cual se
genera adenosina extracelular por la fosfohidrélisis de los nucleétidos ATP, ADP y AMP,
mediante la actividad funcional de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 expresadas en las
células tumorales.

Se sabe que la adenosina inhibe la activacion y la funcién efectora de los linfocitos T a través
de su interaccion con receptores especificos. Tomando en consideracion que en estudios
previos hemos detectado que células tumorales de CaCu expresan CD73 y éstas son capaces
de generar adenosina, el presente trabajo se llevd a cabo con la finalidad de analizar si células
tumorales de CaCu expresan la via CD39-CD73-adenosina, y si a través de este mecanismo
son capaces de inhibir la proliferacion, activacién y actividad citotéxica de linfocitos T.

Mediante analisis de citometria de flujo se encontré que la linea celular de CaCu, HelLa (HPV-
18+), expres6 ambas ectoenzimas en membrana celular. Cuando estas células fueron
incubadas en presencia de ADP y AMP de manera independiente, en los sobrenadantes se
generd adenosina, la cual fue identificada mediante cromatografia en capa fina (TLC). Por otro
lado, empleando un analisis por cromatografia liquida de ultra resolucion (UPLC), se observé
gue en los cultivos de HelLa en presencia de polioxometalato (POM-1), un inhibidor especifico
para CD39; asi como de adenosina 5’- aB-metileno difosfato (APCP), un inhibidor especifico
para CD73, la cantidad de adenosina fue reducida en aproximadamente 50% cuando se
adicionaron de manera simultdnea a ADP (ADP+P) y a AMP (AMP+A) respectivamente.

Por otro lado, al analizar el efecto de los sobrenadantes de las células HeLa cultivadas con ADP
y AMP, se observ6 una disminucién de 20-40% de la proliferacion, 15% en la disminucion de la
expresion del marcador de activaciéon CD69 y de mas del 50% en la produccion de IFN-gamma,
de linfocitos T estimulados con los anticuerpos CD2/CD3/CD28. Este efecto inhibitorio fue
menor al evaluar los sobrenadantes de las células HelLa en presencia de ADP+P y AMP+A.
Finalmente los sobrenadantes de las células HelLa cultivadas con ADP y AMP no tuvieron
efecto inhibitorio sobre la capacidad de linfocitos T citotdxicos, previamente activados con el
péptido YMLDMQPETT de la proteina E7 de HPV-16.

Estos resultados nos permiten concluir que la expresién y actividad funcional de las
ectoenzimas CD39 y CD73 en células tumorales de CaCu, constituye un mecanismo potencial
para inhibir la respuesta inmune antitumoral mediada por linfocitos T.



ABSTRACT

Cervical Cancer (CC) is one of the leading causes of cancer death in Mexican women. Each
year about 12,000 of new cases of invasive cancer are diagnosed, and about 6,000 women die
for this disease. It has been reported that persistent infection with high risk HPVs, and the poor
response of the immune system to eliminate infected cells in early stages of the disease, plays
an important role in the disease progression. In this context, several immunosuppressive factors
can act to prevent the efficient immune response, because tumor cells have developed multiple
mechanisms to evade immune recognition, as well as, to eliminate the effector function of CTLs.
Recently it has been proposed that adenosine produced by hydrolysis of ATP, ADP and AMP by
the CD39/CD73 enzymes in tumor cells, is an important mechanism to inhibit T cell function.

It is known, that adenosine inhibits activation and effector function of T cells through its
interaction with specific receptors. Considering that in previous studies we detected that CC
tumor cells express CD73 and are capable to generate adenosine, in this work we analyzed if
CC tumor cells express CD39-CD73-adenosine mechanism, and if through this via, are capable
of inhibiting proliferation, activation and effector activity of T lymphocytes.

Using flow cytometry analysis, we found that the HeLa (HPV-18 +) cell line, strongly expressed
both ectoenzimas on its cell membrane. When these cells were incubated in the presence of
either ADP or AMP, we could detect adenosine in those supernatants, by using thin layer
chromatography (TLC). Analysis by liquid chromatography ultra resolution (UPLC) revealed that
when polyoxometalate (POM-1), an CD39-specific specific inhibitor, or adenosine diphosphate
ap-methylene (APCP), an CD73-specific inhibitor, were added in the presence of ADP (ADP+P)
or AMP (AMP+A) respectively, the amount of adenosine generated in HelLa cell cultures, was
reduced by approximately 50% in relation to those cell cultures in the absence of the specific
inhibitors.

Furthermore, we observed that supernatants derived from HelLa cells cultured with ADP and
AMP, inhibited their proliferation from 20 to 40%; as well as, over 15% of the expression of
CD69, an activation marker; and the production of IFN-gamma by over 50% in T lymphocytes
stimulated with CD2/CD3/CD28 antibodies. This inhibitory effect was lower when ADP+P and
AMP+A supernatants of HelLa cells were added. Finally we detected that supernatants derived
from HelLa cells cultured with ADP and AMP, had no inhibitory effect on the cytotoxic activity of T
cells previously activated with the antigenic peptide YMLDMQPETT, derived from the HPV-16
E7 protein.

These results demonstrate that the expression and functional activity of the CD39/CD73/
adenosine pathway in cervical cancer cells, is a potential mechanism to inhibit the immune
response mediated by T lymphocytes.
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MARCO TEORICO
Cancer

Una definicién que aun prevalece de cancer es la llamada "proliferacion celular descontrolada”.
Esta definicion fue satisfactoria a través de la década de 1970, sin embargo hoy esté obsoleta,
en vista de los prodigiosos avances realizados en los ultimos 20 afios en relacién con las bases
genéticas del cancer. Ahora se sabe gue la exposicién a agentes nocivos como la radiacion,
guimicos, virus o mutagenos durante toda la vida, puede conducir a alteraciones en las
secuencias de ADN. El cancer se desarrolla cuando en la secuencia de ADN se inducen
mutaciones de genes que promueven el crecimiento y confieren una ventaja de supervivencia
de la célula afectada y sus descendientes, llamados en conjunto un "clon" maligno. Mutaciones
adicionales en cualquiera de estas células malignas clonales es necesaria para convertirse en
un tumor local o distalmente invasivo (Faguet, 2008).

Hay dos grupos principales de genes celulares normales asociados con el cancer: proto-
oncogenes (100 son conocidos actualmente) que promueven, y genes supresores de tumores
(mas de 30 son conocidos) que inhiben el crecimiento celular (McLaughlin et al 2003; Alberts et
al 2008). En contraste con el efecto promotor del crecimiento de los oncogenes, genes
supresores de tumores mutados se eliminan o pierden su funcién inhibitoria privando asi a las
células de los frenos cruciales que normalmente previenen el crecimiento celular excesivo. La
inactivacion de un subconjunto de genes supresores de tumores, llamados genes de reparacion
del ADN, puede conducir a un proceso de reparacion del ADN defectuoso y a la inestabilidad
gendmica (Fig. 1) (Umar et al 2012; Faguet, 2008). Independientemente de su mecanismo de
accion, las células cancerosas se diferencian de su contraparte normal en su regulacién
aberrante por genomas mutados. El grado de desregulacién determina la biologia de las células
malignas, que a su vez determina el curso clinico de la enfermedad (Faguet, 2008).

Reparacion de ADN Nutricion Angiogenesis Hipoxia

= - = Seleccion repetitivapara| | | Seleccion para Cancer detectable

Daiio al ADN l IMutaclonl Mutacwnen genes mu.tadorek hutadoresy mutantes fenotipos malignos | clnicaments
@
Fuentes

ambientales | E—— @ ...... L,
%o — @ -
7 I——- @ ------ N

Fuentes
endogenas

Figura 1. Cascada de mutaciones durante la progresién del tumor. La evidencia epidemioldgica indica que por lo
menos 20 afios pasan entre el tiempo que un individuo se expone a un carcinégeno a la aparicion clinica de un
tumor. Existen varias barreras a la progresion del tumor, incluyendo los procesos de reparacion del ADN, la
disponibilidad de la nutricién, el requisito de la angiogénesis para permitir al tumor aumentar en tamafio y las
respuestas a la hipoxia. Los circulos representan mutaciones en los genes que dan como resultado una mayor
mutagénesis, triangulos mutaciones del conductor que se seleccionan sobre la base de los cambios en el
microambiente del tumor; y rectangulos representan mutaciones pasajeras. Tomado de Loeb 2011.



Los canceres de tipo epitelial representan el paso final en una progresion de varios afios a partir
de tejido normal, desde lesiones premalignas hacia la invasién de la membrana basal, que
constituye el cancer invasor. Una vez que un limite histolégico ha sido penetrado, el cancer
invasivo tiene el potencial de metéstasis y la metastasis generalmente conduce a la mortalidad
relacionada con el cancer (Umar et al 2012) (Fig. 2).

Cancer invasor
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Figura 2. Linea de tiempo de progresion de cancer y etapas premalignas en las que genes especificos
contribuyen a la carcinogénesis. La progresion desde tejido normal a cancer invasivo se caracteriza por los
cambios genéticos que se producen en diferentes puntos. Debido al largo tiempo entre la iniciacién y presencia
manifiesta (es decir, invasivo) del cancer en la mayoria de tipos de cancer, la intervencion temprana y estrategias de
prevencién pueden potencialmente interrumpir el proceso de la progresién del cancer. Mutaciones de genes que
contribuyen a esta progresion desde tejido normal a cancer invasivo varian entre los tipos de céncer. Células
naranjas representan cambios en el microambiente del tumor, incluyendo el reclutamiento de células inmunes, la
induccién de la angiogénesis y alteraciones en las células circundantes, tales como los fibroblastos. CIN,
adenocarcinoma in situ; CIS, carcinoma in situ; DCIS carcinoma ductal in situ; TIS, carcinoma de transicion in situ.
Tomado de Umar et al 2012.

A nivel mundial, el cancer es la primera causa de muerte en los paises desarrollados y la
segunda causa principal de muerte en los paises en desarrollo, donde la carga del cancer esta
aumentando. La Organizacion Mundial de la Salud predice que para 2020 habra 20 millones de
pacientes nuevos de cancer cada afio (McLaughlin et al 2003). A pesar de las mejoras en el
tratamiento de varios canceres comunes, sigue siendo una importante carga, proporcionando
un incentivo creciente para hacer frente a este problema mediante un enfoque preventivo. A
pesar de la eliminacion de la exposicibn a agentes cancerigenos, es un enfoque bien
establecido para la prevencion, la intervencion activa con los agentes que se espera para
reducir el riesgo de cancer es cada vez mas aceptada (Umar et al 2012).



Cancer cérvico-uterino (CaCu)

El cancer cervical o carcinoma de cuello uterino (CaCu), es la segunda causa mas frecuente de
muerte por neoplasias en mujeres en todo el mundo, después del cancer de mama (Clifford et
al 2002; Monie et al 2009), siendo un problema importante de salud publica, con medio millon
de nuevos casos y cerca de 300.000 muertes cada afio (Insinga et al 2009). En los paises en
desarrollo, CaCu a menudo es el cancer mas comun en las mujeres y puede constituir hasta un
25% de todos los tipos de cancer en la mujer (Harro et al 2001); en México, esta enfermedad
representa la segunda causa de muerte con aproximadamente 6,000 decesos anuales (INEGI,
2012).

El CaCu es una alteracién celular que se origina en el epitelio cerca de la unién escamosa del
cuello del Gtero y que se manifiesta inicialmente a través de lesiones precursoras, de lenta y
progresiva evolucidn, que se suceden en etapas de displasia leve, moderada y severa, que
evolucionan a cancer in situ, en grado variable cuando ésta se circunscribe a la superficie
epitelial y luego a céancer invasor cuando el compromiso traspasa la membrana basal (Duarte-
Franco and Franco, 2004). Inicialmente este proceso pre-invasivo estd limitado al epitelio
cervical y se conoce como neoplasia intraepitelial cervical (NIC). Este tipo de lesiones
cervicales, se clasifican en NIC I, 11 y lll (Richart, 1990) de acuerdo a la cantidad de epitelio que
haya sido invadido por una poblacion celular proliferativa e inmadura anormal. Con el tiempo
puede extenderse a todo el espesor del epitelio cervical, una condiciébn que se conoce como
carcinoma cervical in situ (CIS) por sus siglas en inglés. Posteriormente, la enfermedad puede
llegar a ser invasora (Duarte-Franco and Franco, 2004). Este proceso puede tardar una década
o mas. NIC 1 corresponde a la displasia leve, NIC 2 a la displasia moderada y NIC 3 a la
displasia grave y al CIS segun el sistema de clasificacion Reagan. En afios recientes el sistema
de Bethesda 2001 clasifica las lesiones segun las anormalidades de las células escamosas en
4 categorias diferentes: células escamosas atipicas (ASC), lesiones intraepiteliales escamosas
de bajo grado (LSIL), lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL) y carcinoma de
células escamosas (SCC), por sus siglas en inglés respectivamebte. La lesion precursora del
cancer cervical se le denomina neoplasia intraepitelial cervical que equivale a LSIL, mientras
que HSIL equivale a NIC 1l y lII.

Hay dos principales tipos histologicos de cancer invasor: los carcinomas de células escamosas
y adenocarcinomas. La lesion invasora puede metastatizar a partes cercanas de la pelvis y
ganglios linfaticos distantes y otros sitios del cuerpo (Cuadro 1). Los sintomas y signos en la
mayoria de las mujeres con cancer invasivo del cuello uterino incluyen sangrado post-coito,
infecciones recurrentes de la vejiga y Ulceras en el cuello uterino. Las presiones sobre los
nervios y el plexo nervioso producen dolor persistente. Tan pronto se produce metastasis de
ganglios linfaticos la enfermedad empeora considerablemente (Duarte-Franco, 2004).
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Caracteristicas

Se encuentra en la primera capa de células que recubren el cuello del
Utero; y no ha invadido tejidos profundos denomina Carcinoma in situ

Se encuentra en el cuello uterino

Se detecta una cantidad muy pequefia de cancer; no teniendo mas de
5mm de profundidad y 7 mm de ancho.

El cancer se encuentra dentro del cuello uterino aproximadamente mas de
4 cm.

El cancer se ha diseminado mas alla del cuello uterino sin alcanzar la
pared pélvica

Cancer se ha diseminado a dos tercios superiores de la vagina.

El cancer se ha diseminado ha dos tercios superiores de la vagina y a los
tejidos en torno al Gtero

Céncer diseminado al tercio inferior de la vagina y tal vez haya alcanzado
la pared pélvica y los ganglios linfaticos circundantes.

Se ha diseminado al tercio inferior de la vagina

Se ha diseminado a la pared pélvica y es lo suficientemente grande para
bloquear los uréteres. Y puede haber alcanzado a los ganglios linfaticos.

El cancer se ha diseminado a la vejiga , recto y otras partes del cuerpo

Cancer diseminado a la vejiga o a la pared del recto y puede que también
él los ganglios linfaticos en la pelvis

El cadncer se ha diseminado mas alla de la pelvis y ganglios linfaticos vy
otros lugares en el cuerpo como abdomen, higado, tubo intestinal o
pulmones

Cuadrol. Etapas del cancer cérvico-uterino Tomado de (www.NCI/PDQ/pacientes)

CaCu y virus de papiloma humano (HPV)

Se estima que el 15 por ciento de todos los canceres humanos en todo el mundo puede
atribuirse a los virus, lo que representa una porcion significativa de la carga global. Tanto virus
de ADN vy &cido ribonucleico (ARN) han demostrado ser capaces de causar cancer en seres
humanos (Liao, 2006). Estudios realizados en 22 paises, coordinados por la Agencia
Internacional de Investigacion sobre el Céancer (IARC), identificaron al ADN del virus del
papiloma humano (HPV) por sus siglas en inglés, en casi todos (99,7% de 1000) los casos de

CaCu (Walboomers et al 1999).




Actualmente, es reconocido por la Organizacion Mundial de la Salud que el desarrollo de CaCu
se asocia estrechamente con la infeccién por HPV, demostrado por primera vez en la década
de 1980 por Harold Zur Hausen, virélogo aleman, y que la infeccion por este virus representa la
enfermedad por transmisién sexual mas propagada, aunque se estima que sélo un 5 a 8% de
mujeres que la padecen desarrolla CaCu (Bosch et al 2002; Franco, 1995). Se ha demostrado
gue los genomas de los HPV usualmente se integran al genoma de la célula hospedera. Esta
integracion se realiza en diversos sitios, algunos de ellos cercanos a oncogenes especificos o
sitios fragiles, sugiriendo que este evento puede tener un papel importante en el desarrollo de
los tumores cervicales (Vazquez-Ortiz et al 2005).

Los HPVs son virus de ADN de doble cadena, de la familia Papilomaviridae. EI genoma viral
puede variar ligeramente entre los diferentes tipos de HPV, contienen cerca de 8.000 pb y
codifica en 8 o 9 marcos abiertos de lectura, los cuales son transcritos como ARNmM
policistrénicos. La capside viral esta formada por 2 proteinas: La proteina L1 (elemento
estructural primario), con 360 copias organizada en 72 capsémeros en los viriones infectantes.
La proteina L2 es un componente menor del virbn y esta presente en el centro de los
capsOmeros pentavalentes en los vértices del viridn; interviene en la entrada del virus a las
células, en la localizacién de los componentes virales en el nicleo, en la unién al ADN, en la
formacion de la cépside y en la estabilidad. Ambas proteinas juegan un papel importante en la
eficiencia de la infectividad del virus. La infeccion por HPV requiere que las particulas virales
accedan a la capa basal epitelial y penetren a las células basales en divisién. Es bien conocido
gue previo a que los HPVs establezcan una infeccion, tienen que experimentar un complicado
proceso para unirse y entrar a la célula huésped. Hay controversia sobre la naturaleza del
receptor viral, pero se cree que son los proteoglicanos heparan sulfato (HSPGs) los receptores
iniciales. Se ha observado que L2 de todos los virus HPVs secuenciados, contienen en su
extremo amino terminal una secuencia consenso que es escindido por furina, una pro-proteina
convertasa, y la escicién por furina se supone es necesaria para la unién y entrada del virus a la
célula, ya que esto provoca un cambio conformacional de la capside viral, seguido de la
liberacion de los HSPGs para la posterior asociacién con un receptor putativo secundario, que
se cree es una integrina. Otros estudios evidencian que el rompimiento de furina puede llevarse
acabo en la superficie celular o dentro de un compartimiento endosomal temprano y las
capsides se liberan en un compartimiento endosomal tardio, llevando a liberar el genoma
asociado del endosoma hacia el citoplasma por un mecanismo que involucra el extremo C-
terminal de L2.

La reproducciéon del HPV esta intimamente ligada al proceso de diferenciacion de las células
huésped. Las células escamosas del epitelio normal crecen como epitelio estratificado el cual
presenta dos tipos de queratinocitos, las células madre y células de amplificacion en transito.
Las células madre se adjuntan a la de la membrana basal y mantienen una alta capacidad de
autorrenovacion. Después de la divisibn de las células basales, las células hijas que se
convertirdn en células de amplificacion en transito migran hacia arriba y se someten a la
diferenciacién terminal. Poco después de salir de la membrana basal, esas células normales
salen del ciclo celular y comienzan a sintetizar queratinas de alto peso molecular que se
acumulan en el estrato granuloso y en los estratos mas altos del epitelio. Estas células
eventualmente forman sacos llenos de queratina en la epidermis. La infeccion por HPV se
considera que requiere de una ruptura en el epitelio estratificado, que puede ocurrir a través de
microlesiones que exponen a la capa basal de la entrada del virus (Sterlinko et al 2009; Abdul et
al 2009).

El ciclo de vida del virus del papiloma, comienza con la infeccion de las células basales
epiteliales que incluye la entrada a la célula huésped, manteniendo su genoma a un bajo



numero de copias por célula infectada y requiriendo la expresion de E1 y E2. La segunda fase,
incluye ya el primer paso hacia la transformacién celular, es decir, la integracién del genoma del
HPV a la célula. E1 y E2 se unen al origen de replicacién viral y enganchan a las ADN
polimerasas celulares y otras proteinas necesarias para la replicacion del ADN. El genoma viral
se cree que se mantiene en 10 a 200 copias por célula en la capa basal de toda la infeccion.
Sin embargo, este nimero de copias aumenta draméaticamente cuando se mueven las células
infectadas a las capas superiores del epitelio. Durante esta fase de amplificacion, los genomas
son empaquetados en viriones infecciosos antes de su liberacion. Las células infectadas son
morfolégicamente diferentes y se denominan coilocitos en esta etapa, con un ndcleo ampliado y
a menudo multiples nucleos por célula (Fig. 3). La activacion del promotor dependiente de
diferenciacion conduce a una mayor expresion de las proteinas E1, E4 y E5, mientras que L1y
L2 se expresan en la capa superior del epitelio para facilitar su ensamblaje y la formacion de
viriones. Las céapsides se someten a un proceso de maduracion provocada por el
procesamiento proteolitico de los componentes del virion antes de la liberacion de la célula. El
virion que se libera puede infectar el epitelio basal o extenderse a nuevos huéspedes (Stanley,
2005).

Las oncoproteinas E6 y E7 del HPV actian para aumentar la proliferacion de las células
infectadas en el epitelio. La actividad de estas proteinas subvierte el proceso normal de
diferenciacion terminal, provocando un aumento en el nimero de células infectadas que a la
larga producen viriones infecciosos. E6 y E7 estimulan la progresion del ciclo celular y ambas
proteinas estan asociadas con reguladores del ciclo celular. La principal funcién de la proteina
E6 es la de unirse a la proteina supresora de tumores p53 en conjuncién con la ligasa de
ubiquitina celular E6AP y marcar a p53 para la degradacion. Por otra parte, la asociacion de E7
con los miembros de la familia de proteinas reguladoras del ciclo celular también ha sido bien
caracterizada. Se sabe que pRb es un regulador negativo del ciclo celular que controla la
entrada en la fase S al asociarse con los miembros de la familia E2F de factores de
transcripcion de ADN; en este sentido, E7 interrumpe esta funcién mediante la union a pRb y
desplazando las proteinas E2F. Por lo tanto las células entran en la fase S y activan los factores
de la replicacién celular, necesarios para la replicacion viral. E7 también marca pRb para la
degradacion proteolitica por la via de proteosomas de ubiquitina a través del proteosoma 26S
(Abdul et al 2009).
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Figura 3. Mecanismo de infeccion del virus de papiloma humano en el cérvix. En la imagen se muestra la entrada del virus a
la capa basal del epitelio, asi como la integracién aleatoria en el genoma del hospedero y la posterior transformacién celular.
Tomado de Crosbie et al 2013.



En algunos casos, la infeccion viral es claramente seguida de la activacion del sistema inmune y
la eliminacion de la infeccion del hospedero, sin embargo, las lesiones ocasionalmente
persisten y progresan malignamente causando tumores; la falla en la eliminacién del virus es
atribuida a una pobre respuesta inmunoldgica, la cual es vital en la proteccion contra el HPV, y
la subsecuente progresion neoplasica (Gariglio et al 1992; Hilders et al 1994; Guzman-Rojas et
al 1994; Vazquez-Ortiz et al 2005).

Sistema Inmune

En un sentido histérico, inmunidad significa proteccién contra la enfermedad y, mas en
concreto, contra una enfermedad infecciosa. Las células y las moléculas responsables de su
ejecucion constituyen el sistema inmunitario y su reaccion conjunta y coordinada frente a la
entrada de sustancias ajenas se denomina respuesta inmune. La funcién fisioldgica del sistema
inmune es la defensa contra los organismos infecciosos. Sin embargo, incluso una sustancia
ajena que no tenga caracter infeccioso puede despertar una respuesta inmune (Abbas et al
2009). Este sistema debe enfrentar todo tipo de agentes patdgenos y ha desarrollado por
evolucion multiples estrategias para combatir la invasién de estos agentes que han rebasado
las primeras barreras. Algunas de estas estrategias estdn encaminadas a reaccionar en el
instante mismo en que un patdégeno supera las barreras; otras defensas estan disefiadas para
actuar una vez que se ha establecido la infeccion (Kindt et al 2007).

La proteccién conferida por el sistema inmune puede dividirse en: reconocimiento y respuesta;
puede reconocer patrones moleculares que caracterizan a grupos de patdgenos comunes y
atacarlos de manera rapida, discriminando entre moléculas extrafias, células y proteinas del
cuerpo. Ademas, reconoce células propias alteradas que pueden desembocar en cancer. El
reconocimiento de un agente patégeno por el sistema inmune activa una reaccion efectora, que
suprime o neutraliza al invasor; sus multiples componentes son capaces de convertir el suceso
de reconocimiento inicial en una variedad de respuestas efectoras, cada una adaptada de
manera Unica para anular un tipo especifico de patégeno. Determinadas exposiciones inducen
una reaccion de memoria, caracterizada por una respuesta inmune mas rapida e intensa en
caso de ataque ulterior. Esta propiedad impide contraer por segunda vez algunas
enfermedades, y es la base de la vacunacion, la cual constituye un medio para “instruir’ al
sistema inmune y prepararlo para ataques posteriores (Kindt et al 2007). Aunque se hace
referencia al sistema inmune, debe sefialarse que existen dos, la inmunidad innata y la
inmunidad adaptativa mediadas por una variedad de diferentes células y moléculas que
colaboran para proteger al organismo (Fig. 4) (Kindt, 2007; Parham, 2003).

Inmunidad Innata

Casi todos los componentes de la inmunidad innata se encuentran antes del inicio de la
infeccién y constituyen un grupo de mecanismos de resistencia contra la enfermedad que no
son especificos de un patdgeno particular, sino que incluyen componentes celulares y
moleculares, que reconocen clases de moléculas peculiares a los patdgenos que se encuentran
con frecuencia. El primer obstaculo son las barreras que protegen al hospedador, como la piel y
las membranas mucosas. La acidez del contenido estomacal y del sudor son otra barrera contra
los microorganismos incapaces de prosperar en condiciones acidas. Enzimas como la lisozima,
presente en las lagrimas, atacan las paredes celulares de determinadas bacterias cuando
entran en contacto con ellas. Después de las barreras mecanicas, diversas células, fagociticas
como monocitos, neutréfilos y macréfagos tisulares, asi como compuestos antimicrobianos
sintetizados por el hospedador son capaces de reconocer y neutralizar a los invasores con base
en marcadores moleculares de superficie comunes. Esta inmunidad proporciona la primera
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linea de defensa durante el periodo critico, inmediatamente después de la exposicion del
hospedador a un patdgeno.

En general, la mayoria de los microorganismos que encuentra un individuo sano son eliminados
con facilidad en el transcurso de unos cuantos dias por los mecanismos de defensa del sistema
inmune innato antes de activar el adaptativo.

Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa es capaz de reconocer y eliminar de manera selectiva
microorganismos y moléculas extrafias especificas. A diferencia de las reacciones inmunes
innatas, las adaptativas no son iguales en todos los miembros de una especie, sino que son
respuestas a retos antigénicos especificos y posee cuatro atributos caracteristicos:
especificidad antigénica, diversidad, memoria y reconocimiento de lo propio y lo extrafio.

La especificidad antigénica del sistema inmune adaptativo permite reconocer diferencias sutiles
entre los antigenos, siendo capaz de generar una gran diversidad de moléculas de
reconocimiento, lo cual permite identificar infinidad de estructuras Unicas en antigenos extrafios.
Ademas puede reconocer tipos individuales de microorganismos y distinguir entre individuos de
esta especie con variaciones genéticas minimas. Una vez que el sistema inmune adaptativo
reconoce y responde a un antigeno muestra memoria inmunitaria; es decir, un segundo
encuentro con el mismo antigeno induce un estado mucho mayor de inmunorreactividad.
Debido a este atributo, el sistema inmune puede conferir inmunidad durante toda la vida contra
muchos agentes infecciosos después de un contacto inicial (Kindt et al 2007). Hay dos tipos de
respuesta inmune adaptativa, la inmunidad humoral y la celular, las cuales estan mediadas por
diferentes componentes del sistema inmunitario y cuya funcion es eliminar diferentes tipos de
microorganismos o0 de sustancias extrafias que inducen una inmunidad especifica llamadas
antigenos (Ag) (Abbas et al 2012).

Inmunidad Humoral

La rama humoral del sistema inmune funciona cuando sucede la interaccion de las células B
con antigeno y su proliferacion y diferenciacion en células plasmaticas que secretan anticuerpo
(Fig. 4). El anticuerpo actia como efector de la respuesta humoral, se une a antigeno y
neutraliza o facilita su eliminacion. Un antigeno cubierto de anticuerpo puede eliminarse de
varias maneras. Por ejemplo, el anticuerpo puede enlazar en forma cruzada varios antigenos y
formar agregados que las células fagociticas ingieren con mayor facilidad. La uniéon de
anticuerpo a antigeno en un microorganismo también puede activar el sistema de complemento,
que tiene como resultado la lisis del microorganismo. El anticuerpo también puede neutralizar
toxinas o particulas viricas y recubrirlas, lo que impide que se unan a células del hospedador.

Inmunidad Celular

Las células T efectoras generadas en respuesta a antigeno tienen a su cargo la inmunidad
mediada por células (Fig. 4). Cuando una célula T virgen reconoce un complejo de antigeno y
MHC en una célula presentadora de antigeno (CPA) o una célula blanco apropiada, se activa y
precipita una respuesta primaria. La célula T crece hasta convertirse en un blastocito y
experimenta ciclos repetidos de division celular. La activacion depende de una sefial inducida
por la inclusion del complejo TCR y una sefial coestimuladora inducida por la interaccién CD28-
B7. Estas sefiales estimulan la entrada de la célula T en la fase G1 del ciclo celular y provocan
la transcripcion del gen IL-2 y la cadena a del receptor de IL-2 (CD25). La secrecion de IL-2 y su
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union subsecuente a su receptor inducen a la célula T activada a proliferar y diferenciarse; de
este modo se dividen dos a tres veces por dia durante cuatro a cinco dias, lo que crea una
amplia clona de células progenitoras, que se diferencian en poblaciones de células T de
memoria o efectoras.
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Figura 4.Inmunidad innata y adaptativa. Al entrar al cuerpo, un microorganismo, activa los mecanismos de la
inmunidad innata que por medio de sus componentes lo puede eliminar en un lapso de horas, sin embargo, si esto no
es suficiente y el microorganismo persiste, se activan los mecanismo de la inmunidad celular que lo elimina por
medio de la produccién de anticuerpos y/o células efectoras en pocos dias, produciendo una respuesta de memoria
contra este antigeno. Tomado de Abbas et al 2006.

Linfocitos T

Existen dos subpoblaciones bien definidas de células T: colaboradoras (TH del inglés: T helper)
y citotoxicas (CTL del inglés cytotoxic T lymphocytes); recientemente se caracterizé una tercera
subpoblacion de células T, las células T reguladoras (Treg). Las células TH y CTL pueden
distinguirse entre si por la presencia de glucoproteinas de membrana CD4 o CD8 en sus
superficies. Las células T que exhiben CD4 generalmente funcionan como linfocitos TH,
mientras que las que exhiben CD8 por lo general funcionan como citotéxicos. Las diversas
células T efectoras llevan a cabo funciones especializadas, como secrecidon de citocinas
(células TH CD4 activadas) y actividad citotoxica destructora (CTL CD8). Las células T CD4
forman dos subpoblaciones que se distinguen por los grupos distintos de citocinas que
secretan. Una poblacion, llamada subconjunto TH1, secreta IL-2, IFN-y y TNF-a. El subconjunto
THL1 tiene a su cargo las funciones habituales mediadas por células, como la hipersensibilidad
de tipo tardio y la activacion de CTL. El otro subconjunto, denominado subconjunto TH2,
secreta IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. Este subconjunto funciona con mayor eficacia como colaborador
para la activacion de células B (Kindt, 2007).

Por otro lado los CTL tienen la capacidad de destruir células extrafias y soOlo reconocen
péptidos antigénicos presentados por moléculas MHC-I. Diferentes estudios han demostrado
gue las células tumorales y células infectadas por virus pueden ser destruidas por estas céulas
efectoras (Fig. 5) (Canaday et al 2001). Por medio de este reconocimiento del antigeno de
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superficie la célula citotoxica entra en contacto intimo con su célula blanco y administra el “beso
de la muerte por apoptosis” (Murphy et al 2008).

El CTL activado tiene un receptor en la membrana (CD69) transitoriamente expresado, no
detectado en linfocitos en reposo (Sancho et al 2005). La rapida y transitoria induccién de CD69
sugiere que puede incrementar la activacion y/o diferenciacion, como ocurre con CD40L
(CD154) o CD25 (Testi et al 1994). Los CTL contienen altas concentraciones de granulos
citoliticos preformados en su citoplasma que contienen proteinas citosolicas como perforinas y
granzimas designadas a inducir muerte en células blanco tras su liberacion (Cooper et al 2001;
Burkhardt et al 1989; Tschopp & Nabholz, 1990). Forrando la membrana de estos granulos esta
la proteina 1 asociada a membrana de lisosoma (LAMP-1 o CD107 del inglés lysosomal-
associated membrane protein-1) (Winchester, 2001; Peters et al 1991), cuya expresion sobre la
superficie celular ha sido descrita como un marcador de degranulacion de estas células
citotoxicas y se ha demostrado que actia como un fuerte sobrerregulador en la superficie
celular siguiendo la estimulacion en concordancia con la pérdida de las perforinas (Betts et al
2003).
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Figura 5 Destruccion de células tumorales por parte de linfocitos T citotoxicos. Péptidos presentados por
Células Déndriticas (DC’s) a Th o CTL. CTL CD8 + destruyen, y las células CD4 + 'de ayuda' proporcionan citocinas
como la interleucina 2 (IL-2). Las células presentadoras de antigeno locales (CPA) son probablemente reclutadas y
secretan mediadores que mejoran el medio inflamatorio, y promueven alin mas la respuesta. Algunas células T se
convierten en células de memoria, que pueden reactivar el posterior encuentro con el antigeno. Tomado y
modificado de Tindle, 2002.

Inmunidad antitumoral e inmunoedicion

Las células T que median las respuestas antitumorales eficaces pueden mediar directamente
las respuestas citotoxicas contra las células tumorales, ya sea a través de su expresion de
moléculas que inducen la apoptosis, 0 a través de la liberacién de granulos citotoxicos. Células
T CD8 + incrementan interferon-y (IFN-y) y factor de necrosis tumoral (TNF-a), mejorando la
respuesta inmune mediante el incremento en la expresién de moléculas MHC de clase | y de
clase Il sobre las células tumorales y CPA presentes en el tumor (Restifo et al 2012). Peptidos
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unidos a moléculas de MHC | de células tumorales han sido secuenciados en una busqueda de
antigenos especificos de tumores. La capacidad de propagar células dendriticas ha hecho
posible reconstituir una respuesta inmune in vitro. Las células dendriticas se pueden cargar con
varios péptidos, proteinas derivadas de tumor, o incluso células tumorales enteras y cultivarse
con células T, imitando lo que ocurre in vivo (Finn, 2008). Es por ello que los CTLs han sido
usados por muchos afios como las mejores células efectoras contra el crecimiento de tumores y
se ha sugerido el uso de epitopes antigénicos para inducir una respuesta efectiva, especifica en
la respuesta inmune celular (Castellanos, 2001).

El sistema inmune tiene tres funciones principales en la prevencion de tumores. Puede proteger
al huésped de los tumores inducidos por virus mediante la eliminacion o la supresién de
infecciones virales. En segundo lugar, la eliminacion oportuna de los patégenos y la pronta
resolucion de la inflamacién puede impedir el establecimiento de un ambiente inflamatorio que
conduce a la tumorigénesis. Por ultimo, el sistema inmune puede identificar y eliminar
especificamente las células tumorales en ciertos tejidos sobre la base de su expresion de
antigenos especificos de tumores (TSA, del inglés tumor specific antigens). Este tercer proceso,
denominado inmunovigilancia del cancer, se produce cuando el sistema inmune identifica las
células transformadas que han escapado a los mecanismos supresores de tumores de células
intrinsecas y los elimina antes de que puedan establecer malignidad (Vesely et al 2011).

La hipétesis de la inmunovigilancia postula que el sistema inmune reconoce las células
malignas como agentes extrafios y los elimina. Los modelos de raton en el que los mecanismos
efectores inmunes, tales como los interferones de tipo | fueron eliminados por delecion de su
gen mostraron una clara reduccién en la incidencia de tumores por el sistema inmune (Finn,
2008). En modelos animales, el encuentro entre el sistema inmune y un tumor incipiente inicia
un proceso denominado "inmunoedicién”; un proceso de tres resultados: la eliminacion del
cancer, equilibrio, en donde el sistema inmune puede ejercer una seleccibn o promover
variantes que sobrevivan al control inmunolégico y el escape tumoral, el crecimiento de
variantes tumorales que se resisten a la destruccion inmune (Fig. 6) (Finn, 2008; Dun, 2002).

La eliminacién es una vista modernizada de inmunovigilancia del cancer en el que las
moléculas y las células de la inmunidad innata y adaptativa trabajan juntas para detectar la
presencia de un tumor en desarrollo, y destruirlo antes de que se vuelva clinicamente evidente.
En casos en los que la destruccion de células tumorales llega a su terminacion, la fase de
eliminacion representa un extremo de inmunoedicion del cancer. Sin embargo, las variantes de
células tumorales a veces no pueden ser completamente eliminadas, sino que entran en una
fase de equilibrio en el que el sistema inmunoldgico controla el crecimiento externo de células
tumorales. En esta fase de equilibrio, las células tumorales pueden ser funcionalmente inactivas
y permanecer clinicamente no aparentes para la vida del huésped. Por udltimo, ya sea como
resultado de cambios que se producen en la poblacion de células tumorales debido a un
proceso de inmunoedicion activo o en el sistema inmune del huésped, como resultado de
incrementos en la inmunosupresion inducida por el cancer o averia del sistema inmune debido
al proceso natural de envejecimiento, la latencia funcional de la poblacién de células tumorales
se puede romper, lo que lleva a la progresion de estas células en la fase de escape, en el que
comienzan a crecer de una manera inmunolégicamente sin restricciones y emerger como una
enfermedad clinicamente evidente (Vesely et al 2010).

El concepto de inmunoedicién del cancer es por lo tanto una interpretaciéon exhaustiva de los
datos clinicos y experimentales anteriores y actuales, que integra la capacidad del sistema
inmune tanto para proteger al huésped de cancer y promover la excrecencia de cancer a través
de una multitud de mecanismos (Vesely et al 2010).
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Evasion de lainmunidad antitumoral

Aungue es claro que el sistema inmune puede reaccionar hacia las células tumorales, el hecho
de que mueran tantas personas cada afio por cancer indica que la respuesta inmunitaria hacia
las células tumorales a menudo es ineficaz. Las células cancerosas se someten a cambios
genéticos y epigenéticos estocasticos que generan los cambios criticos necesarios para eludir
las defensas inmunolégicas innatas y adaptativas. Por otra parte, el sistema inmunolégico
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contribuye a la progresion del tumor mediante la seleccion de variantes tumorales mas
agresivas, la supresién de la respuesta inmune antitumoral, o la promocién de la proliferacion
de células tumorales. La interaccion entre una poblacién heterogénea de células con cancer
sometidas a modificaciones genéticas rapidas y la presién inmunoldgica constante ejercida por
las células inmunitarias permite la seleccién darwiniana de las variantes tumorales mas aptas
para sobrevivir y formar cancer en huéspedes inmunocompetentes.

El escape tumoral puede ser resultado de los cambios que se producen a nivel del tumor,
inhibiendo directamente el reconocimiento de células cancerosas o la citolisis por las células
efectoras inmunes. En algunos casos, la evasion inmune por tumores es absoluta y el sistema
inmune tiene poco impacto en la progresion del tumor, mientras que en otros casos el
crecimiento del tumor se retrasa antes de que el sistema inmune este abrumado, que conduce
a la progresion del tumor. En su forma mas simple de escape, las células tumorales pueden
evadir la deteccidn, ya sea debido a la falta de reconocimiento inmunolégico o para la induccion
de tolerancia central o periférica. La tolerancia central es un proceso por el cual las células T
auto-reactivas se eliminan o se convierten en un fenotipo regulador en el timo. En este caso, y
en ausencia de expresion de neoantigenos, los tumores pueden permanecer invisibles para el
sistema inmune adaptativo y son libres de crecer sin impedimentos. La tolerancia periférica es
un proceso importante en las células T reactivas con antigenos propios que no se expresan en
el timo se eliminan. En este caso, un cierto nivel de respuesta inmune antitumoral puede ser
iniciada de forma transitoria antes de que se induzca la tolerancia, lo que lleva a la progresion
del tumor.

Ademas de la induccion de la tolerancia, las células tumorales pueden adquirir defectos en el
procesamiento de antigenos y las vias de presentacion que facilitan la evasion del
reconocimiento inmune adaptativo. Las células tumorales han desarrollado durante su
generacion multiples mecanismos inmunosupresores con el propésito de evadir el
reconocimiento inmune o suprimir los mecanismos efectores de células T anti-tumorales (Fig.
7). Estos mecanismos pueden cooperar en etapas avanzadas del cancer para limitar la
capacidad del sistema inmune para frenar el tumor y la eficacia de las estrategias de
inmunoterapia para erradicar con éxito las células malignas (Rabinovich et al 2007). Dichos
mecanismos incluyen:

| Pérdida y baja regulacion del complejo principal de histocomtabilidad | (MHC 1I).
Especificamente, la ausencia total de la expresion de MHC-I causada por mutaciones del gen
B2-microglobulina; disminucién de la expresion de MHC-1 debido a la pérdida selectiva de los
distintos alelos HLA; presentacion deficiente de los antigenos tumorales también debida a
defectos en la maquinaria de procesamiento de antigenos, incluyendo las mutaciones del
transportador asociado con el procesamiento de antigenos (TAP) y los componentes del
inmunoproteasoma (LMP2 y LMP7) (Rabinovich et al 2007; Vesely et al 2010).

Il Baja regulacion, mutacion o pérdida de antigenos tumorales. La inestabilidad gendmica
dentro de las células tumorales puede resultar en la pérdida de antigenos especificos de tumor
(TSA), la pérdida de variantes antigenicas que ya no son detectables por las células T CD8 +
especificas de antigeno (Stewart, 2011; Rabinovich et al 2007; Vesely et al 2010)

[l Blogueo de puntos de control inmunolégicos. Modulacién eficaz de las respuestas
antitumorales requieren el blogueo de los reguladores negativos de puntos de control que
pueden interrumpir las respuestas de células T efectoras. Sin lugar a dudas, una de las sefiales
reguladoras mejor estudiados es la proteina 4 asociada a CTL (CTLA-4). Otro punto de control
inmunoldgico que contribuye a la evasion inmune del tumor implica las interacciones entre el
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receptor de la muerte programada-1 (PD-1) y el ligando de muerte programada 1 (PD-L1)
(Stewart, 2011; Rabinovich et al 2007; Vesely et al 2010).

IV Factores epigenéticos. Cancer y muchas otras enfermedades humanas muestran
regulacion epigenética aberrante. En particular, el epigenoma del cancer se caracteriza por los
cambios globales en la metilacion del ADN vy los patrones de modificacion de las histonas
alteradas. Debido a las caracteristicas tipicas, tales como hipometilacion del ADN global y la
hipermetilacion del promotor especifico pueden ser observados cominmente en las neoplasias
benignas y tumores en etapa temprana. Se hace evidente que la desregulacion epigenética
puede preceder a los eventos clasicos preliminares de transformacién: mutaciones en
supresores tumorales, protooncogenes, o ambos y la inestabilidad gendmica (Stewart, 2011;
Rabinovich et al 2007; Vesely et al 2010).

V Alteraciones en la sefializacion de receptores de muerte celular. Uno de los mecanismos
mas controvertidos de escape inmune tumoral implica la expresién de ligandos de los
receptores de muerte (por ejemplo, FasL, TRAIL) por las células cancerosas. FasL, una
proteina transmembrana de tipo Il de la familia de TNF, puede interactuar con su receptor, Fas,
y desencadenar una cascada de eventos intracelulares que conducen a la induccion de la
muerte celular por apoptosis. FasL se expresa en los linfocitos T activados y desempefia un
papel fisiolégico en el mantenimiento de la homeostasis de células T y desencadenar
respuestas de células T citotoxicas. Ademas, las células tumorales que son incapaces de evitar
la deteccion de células inmunes pueden desarrollar mecanismos para evadir la muerte. Incluso
cuando los antigenos contintan siendo expresados, los tumores pueden evadir los linfocitos
efectores por sobreexpresiéon de moléculas anti-apoptoéticas tales como FLIP y Bcl-XL (Stewart,
2011; Rabinovich et al 2007; Vesely et al 2010).

VI Citocinas inmunosupresoras. La inhibicion simultdnea de mdltiples etapas en el desarrollo
de la inmunidad antitumoral se puede lograr a través de la liberacibn de citocinas
inmunosupresoras por las células tumorales. Por ejemplo, la secrecion de TGF-B por las células
tumorales conduce a la inhibicion de la activacion de células dendriticas (DC), asi como la
inhibicién directa de células T y la funcidon de las células Natural Killer (NK). Del mismo modo, la
IL-10 presente dentro de los tumores puede suprimir la funcion de DC y respuestas de células
T, ademéas de sesgar hacia una respuesta inmune de tipo 2 que es menos eficaz contra las
células malignas. Sin embargo, el papel de la IL-10 en la inmunidad tumoral sigue siendo poco
clara (Stewart, 2011; Rabinovich et al 2007; Vesely et al 2010).

VIl Inducciéon de células inmunosupresoras. Una variedad de leucocitos reguladores
inmunosupresores puede suprimir la funcién inmune, dando lugar al escape tumoral. Células T
reguladoras (Treg), en gran medida que expresan CD4, CD25 y Foxp3, inhiben las funciones de
CTL, incluyendo la produccion de IL-10 y TGF-B, y la expresion de PD-L1 y CTLA-4, asi como
produccién de IL-2. Ademdas de células T reguladoras, otras poblaciones de linfocitos
reguladores se pueden encontrar en subconjuntos de células NKT y las células B que inhiben
las respuestas efectoras contra células transformadas. MDSCs son un grupo heterogéneo de
células progenitoras mieloides y células mieloides inmaduras que pueden inhibir la funcién de
los linfocitos por varios mecanismos, incluyendo la produccion de citocinas inmunosupresoras
(TGF-B). Ademas de MDSCs, células plasmacitoides en desarrollo (PDC) son reclutadas a la
masa tumoral y se convierten en actores clave en la red inmunosupresora. Muchos tumores
atraen a los macréfagos asociados al tumor (TAM) por la IL-4 e IL-13. Por otro lado macréfagos
M2 pueden inhibir la inmunidad antitumoral a través de la produccion de TGF-f e IL-10 y
pueden promover la angiogénesis a través de la secrecion del factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF) (Stewart, 2011; Rabinovich et al 2007; Vesely et al 2010).
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VIIl Produccion de otros factores inmunosupresores. Otros factores derivados del tumor
pueden ser mas selectivos en la inhibicibn de los componentes particulares de la respuesta
inmune, pero todavia puede suprimir de forma eficaz la inmunidad. Por ejemplo, la produccion
del proteoglicano galectina que puede impedir la actividad de las células T y la supervivencia,
asi como el bloqueo de este factor puede ayudar al rechazo de tumores en ratones. Ademas de
utilizar las citocinas y las lectinas a regular a la baja las respuestas inmunes, los tumores
pueden secretar enzimas que metabolizan los aminoacidos dentro del microambiente del tumor.
Especificamente, la expresion de IDO por las células tumorales metaboliza triptéfano para
generar cinureninas e inhibe la proliferacion de células T CD8 + y promueve la apoptosis de
células T CD4 +. Ademas, las células tumorales secretan factores que inhiben funciones de las
células inmunes efectoras (TGF-B, IL-10, el VEGF, LXR-L, gangliésidos, o secuencia de
polipéptidos relacionados con MHC de clase | A (MICA soluble))(Finn, 2008; Vesely et al 2011,
Rabinovich et al 2007).
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Figura 7. Los tumores desarrollan mecanismos para inhibir la inmunidad por medios intrinsecos y
extrinsecos. Alteraciones dentro de las células tumorales evaden la inmunidad por la regulaciéon negativa de la
presentacion de antigenos, sobreregulacion de inhibidores de la apoptosis ( Bcl - XL , FLIP ), o expresando
moléculas inhibitorias que eliminan las células T citotoxicas ( PD- L1, FasL). Ademas, secretan factores que inhiben
las funciones de células efectoras (TGF - $, IL - 10, el VEGF , LXR -L, IDO, gangliésidos, o MICA soluble) o bien
reclutar células reguladoras para generar una microambiente inmunosupresor (IL - 4, IL - 13, GM-CSF, IL - 18, el
VEGF, o la PGE2). Las células reguladoras atendan la inmunidad antitumoral a través de la liberacion de citocinas
como IL - 4 e IL - 13 que conducen al reclutamiento de los macréfagos M2 desde precursores mieloides , que
expresan TGF -3, IL - 10, y PDGF que inhiben las células T . La liberaciéon de GM-CSF , IL- 18 ,VEGF , o PGE2 por
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expresion de TGF -3, ARG1, y la iINOS . Tomado de Vesely et al 2010.
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Otro mecanismo inmunosupresor, recientemente propuesto, es la via adenosinérgica mediante
la produccion de adenosina extracelular la cual estd presente en concentraciones
inmunosupresoras dentro del microambiente tumoral y puede ser un factor importante en la
evasion inmune por las células tumorales (Blay et al 1997).

Via Adenosinérgica

La adenosina estd implicada en una amplia variedad de funciones biolégicas bésicas,
incluyendo la biosintesis de nucleétidos o el metabolismo de la energia celular (Eltzschig Holger
K, 2010). En el exterior de la célula, la adenosina sirve principalmente como una molécula de
sefializacién y sus funciones biolégicas ocurren a través de la activacion de los receptores de
adenosina (ARS) localizados en la superficie extracelular de las membranas celulares.

La adenosina se forma por el metabolismo del ATP y se acumula en el microambiente tumoral
mediante una combinacion de procesos. Por ejemplo, la adenosina es exportada de la célula
por diversas proteinas de transporte de nucleésidos. La adenosina puede atravesar la
membrana celular a través de los transportadores de nucledsidos de concentracion o de
equilibrio. Transportadores de nucledsidos de equilibrio (ENT) por sus siglas en inglés 1y 2 son
funcionalmente los transportadores de adenosina mas relevantes (Eltzschig et al, 2005; Loffler
et al, 2007). ENT representan canales que permiten que la adenosina cruce libremente la
membrana celular después de un gradiente de concentracién. En condiciones fisiolégicas, las
diferencias entre las concentraciones de adenosina intra o extracelular son muy pequefias
(Loffler et al 2007). El flujo de salida de adenosina se observa en lesion tisular, necrosis e
isquemia y por tanto, puede ser una fuente importante de este nucledsido extracelular en
tumores soélidos (Zhang, 2010; Sitkovsky et al 2008).

Sin embargo, durante condiciones de estrés celular (inflamacion, hipoxia, lesion aguda), la
adenosina extracelular se deriva de la hidrélisis de sus moléculas precursoras, 5'-trifosfato de
adenosina (ATP), 5'-difosfato de adenosina (ADP) o 5'-monofosfato de adenosina (AMP). Estas
moléculas (llamadas nucleétidos) consisten en el nucledsido adenosina, unido a un numero
variable de fosfoésteres ligados al &tomo 5' de su anillo de azlcar ribosa (Fig. 8) (Eltzschig
Holger K, 2010).
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Figura 8. Estructuras quimicas de adenosina , 5-monofosfato de adenosina (AMP), 5'-difosfato de adenosina
(ADP) y 5'-trifosfato de adenosina (ATP). Tomado y modificado de Bauerle et al 2011.
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Produccion de adenosina por CD39/CD73.

En ausencia de enzimas cataliticas capaces de hidrolizar los nucle6tidos extracelulares ATP,
ADP y AMP, estos serian relativamente estables. Sin embargo, la mayoria de los tipos celulares
expresan enzimas en su superficie celular que catalizan la fosfohidrdlisis de nucleétidos
(Eltzschig Holger K, 2010). Este evento es controlado por la accion de ectonucleotidasas,
incluidos los miembros de las ectonucleésido trifosfato difosfohidrolasas (E-NTPDasas, ecto-
ATPasas, ectoapyrasas, EC 3.6.1.5), ectonucledtido pirofosfatasa fosfodiesterasas (E-NPP, EC
3.1.4.1), ectoalcalina fosfatasas (ALP, EC 3.1.3.1), y la ecto-5-nucleotidasa/CD73 (ecto-5-
NT/CD73, EC 3.1.3.5), que de manera eficiente hidrolizan ATP, ADP y AMP en adenosina
(Scussel et al 2012).

La via dominante que conduce a la produccion de adenosina extracelular es por la
defosforilacion de ATP (o ADP) por las enzimas ectonucleotidasas llamadas: CD39
(ectonucledsido trifosfato difosfohidrolasa 1 — Entpdl) y CD73 (ecto-5-nucleotidasa-Nt5e). CD39
hidroliza ATP y ADP hacia AMP, el cual es hidrolizado hacia adenosina por CD73 (Fig. 9). La
conversion de ATP hacia AMP por CD39 es reversible por la accion de cinasas extracelulares
como la adenilato cinasa. En contraste, la conversion de AMP hacia adenosina por CD73 es
reversible solamente después del transporte de adenosina hacia células donde ésta puede ser
convertida hacia AMP por adenosina cinasa (Ghiringhelli et al 2012; Beavis et al 2012; Allard et
al 2012). Este proceso se produce en una reaccion de tres pasos:

Como primer paso, varios tipos de células liberan nucleétidos intracelulares almacenados,
particularmente en forma de ATP y ADP (Eltzschig, 2009). Es importante sefialar que los niveles
intracelulares de ATP son muy altos (5-8 mmolar) y la liberacion de nucleétidos desde fuentes
intracelulares puede ocurrir durante el dafio celular o la muerte (lisis, necrosis, apoptosis, etc.)
(Chen Y et al 2006). Plaquetas activadas las cuales liberan ADP desde vesiculas intracelulares
almacenadas a través de la liberacion granular proporcionan una fuente adicional de
nucleétidos extracelulares (Weissmuller et al 2008). Como segundo paso CD39 hidroliza ATP y
ADP a sus respectivos nucleétidos (Robson et al 2005). Como tercer y ultimo paso de
generaciobn de adenosina extracelular, la CD73 hidroliza nucleétidos de monofosfato
extracelulares hacia nucledsidos intermedios bioactivos, metabolizando AMP hacia adenosina
(Colgan et al 2006; Resta y Thompson, 1997). Los niveles de adenosina son controlados por la
enzima Adenosina Deaminasa (ADA) la cual convierte adenosina hacia inosina. ADA se puede
unir a CD26, la cual reduce la concentracion local de adenosina sobre la superficie celular y
evita la unién entre adenosina y sus receptores (Saldanha-Araujo et al 2011).

ATP /ADP
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Figura 9. Representacion de generacion de adenosina extracelular a través de hidrélisis enzimética. En la
imagen se representa la actividad de CD39 y CD73 para dar lugar a la adenosina mediante la degradacion de
nucleétidos extracelulares. Tomado y modificado de Dwyer, 2007.
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CD39 (ectonucleésido trifosfato difosfohidrolasa 1 — Entpd1).

CD39 es una proteina integral de membrana, la cual fosfohidroliza ATP y ADP eficientemente,
en una manera dependiente de Ca2+ y Mg2+ para producir AMP. CD39 humana es una
proteina de 510 aminoacidos con siete sitios de glicosilacién ligados a N, 11 residuos de
cisteina, y dos regiones transmembrana. Estructuralmente, es caracterizada por dos dominios
transmembrana, un pequefio dominio citoplasmético que comprende los segmentos NH2 y
COOH terminal y un largo dominio hidrofébico extracelular, el cual incluye 5 dominios altamente
conservados, conocidos como regiones apirasa los cuales son el pivote para la actividad
catabdlica de la enzima. CD39 llega a ser cataliticamente activa sobre la membrana celular y su
glucosilacion es crucial para el plegamiento correcto de la proteina, enfoque hacia la membrana
y actividad enzimética (Antonioli et al 2013).

CD39 degrada ATP y ADP producida por plaquetas activadas y por lo tanto inhibe la generacion
de trombos y puede actuar sobre angiogenesis tumoral por esta via. CD39 junto con CD73
regulan negativamente los efectos proinflamatorios del ATP extracelular, ya que el ATP liberado
por células dafiadas, estresadas o muertas y bacterias, promueve el reclutamiento de fagocitos
activando al receptor P2X7, un coactivador del inflamasoma NLRP3, lo cual dispara la
produccién de citocinas proinflamatorias, tales como IL-18 y IL 18 (Allard et al 2012; Stagg and
Smyth, 2010). La ectoenzima CD39 esté expresada sobre células endoteliales y sobre muchos
tipos de células hematopoyéticas activadas como células B, células NK y subtipos de células T
activadas, asi como monocitos/macrofagos y células dendriticas, ademas de T reguladoras y
células estromales mesenquimales (Saldnha-Araujo et al 2011). La expresién de CD39 sobre
leucocitos es indispensable para la generacion de adenosina y consecuentemente dictar sus
funciones inmunosupresoras (Ghiringhelli et al 2012; Scussel et al 2012; Deaglio et al 2007).

CD73 (ecto-5-nucleotidasa-Nt5e).

CD73 es una nucleotidasa vinculada a proteinas glicosilfosfatidilinositol (GPI) presente en los
rafts de lipidos de membrana de las células, estando activa como un homodimero unido por
disulfuro, de 70 Kilodaltones (kDa). Una forma soluble de CD73 puede ser desprendida desde la
membrana através de escision proteolitica o hidrélisis de GPI por fosfolipasas especificas. La
forma madura de CD73 consiste de 548 amino&cidos. El dominio N-terminal coordina la union
de dos iones metalicos divalentes cataliticos, mientras que el dominio C-terminal proporciona el
bolsillo de union de AMP (Antonioli et al 2013). CD73 se considera la enzima limitante en la
generacién de adenosina extracelular, catalizando la desfosforilacion de monofosfatos ribo y
desoxirribonucledsidos de purina y pirimidina a los nucledsidos correspondientes. Esta molécula
particular impulsa la conversion de AMP en adenosina (Allard et al 2012; Colgan et al 2006).

Este antigeno fue definido inicialmente como de diferenciacion de linfocitos, se ha reportado
que actla como una molécula de sefalizacion de cooperacion en los linfocitos T (Resta and
Thompson, 1997; Dianzani et al 1993; Massaia et al 1990) y como una molécula de adhesién
que se requiere para la union de linfocitos al endotelio. Esta vinculada con el control de una
variedad de respuestas fisiologicas, incluyendo transporte de fluidos e iones epiteliales, el
precondicionamiento isquémico, lesion de los tejidos, la funcion plaquetaria, fuga vascular,
funcion de barrera vascular, restriccién de la migracion de linfocitos a los ganglios linfaticos y
estimulacion de la hidratacion de la mucosa (Colgan et al 2006). También se ha demostrado
que participa en interacciones célula-célula y célula-matriz; esta implicada en la resistencia a las
drogas, la promocion de tumores (Airas et al 1995) y suprime las respuestas pro-inflamatorias
en células endoteliales humanas (Grinewald and Ridley, 2010). Se expresa en algunas células
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del sistema inmune, tales como células B activadas, células T CD4+, CD8+, T reguladoras, pero
no en células T virgenes, células NK, células dendriticas foliculares, macréfagos, monacitos,
células endoteliales, células epiteliales, y fibroblastos (Ghiringhelli et al 2012; Allard et al 2012;
Scussel et al, 2012; Deaglio et al 2007; Colgan et al 2006).

Expresiéon y funcion de CD39/CD73 en cancer.

Distintas evidencias sugieren que las interacciones entre células tumorales y su microambiente
son esenciales para la generacion del tumor. Dentro del medio neoplasico, células cancerosas
e inmunes interactian para generar un ambiente inmunosupresor por incremento de factores
inmunomodulatorios los cuales contribuyen al crecimiento tumoral.

Muchos estudios se han realizado en animales deficientes de CD39 o CD73 en las células
cancerosas y en células hematopoyéticas y no hematopoyéticas, y su expresion se ha
observado en muchos tipos histoldgicos de cancer humano, tales como el cancer de melanoma,
mama, cancer de colon, glioma, leucemia, gastrico, cancer de cabeza y cuello, entre otros
(Cuadro 2), ademas de exosomas de células cancerosas. El papel de la expresion de estas
enzimas en células de cancer sigue siendo en gran parte poco clara (Beavis et al 2012).

N°de lineas o pacientes

EXPRESION

AUTOR

TIPO DE CANCER CD39 CD73
59y Lineas celulares ER- Spychala et al, 2004
Cancer de mama (2 estudios)
13/30. Muestras de pacientes Leth-Larsen et al, 2009
97/299y Células neoblasticas CD19+ Serra et al, 2011
Leucemia (2 estudios) 299/299
171. Células tumorales Mikhailov et al, 2008

Glioma 1/1. Linea celular U138MG Babarescoet al, 2011
Glioblastoma 158/165 Muestras de tejidos Ludwig etal, 1999
Melanoma 717. Lineas celulares Sadej et al, 2006

Lineas celulares Hausler et al, 2011
Cancer de ovario (2 estudios) 34/36 33/36

Células tumorales Cho etal, 2006
Cancer de tiroides 3/3. Muestras de pacientes Kondoet al, 2006
Cancer de esofago 414, Lineas celulares Fukuda et al, 2004
Cancer gastrico 152 Muestras de tejidos Durak et al, 1994
Cancer de colon 38¢ Muestras de tejidos Eroglu et al, 2000
Céncer de prostata 112, Lineas celulares Hastie et al, 2005
Cancer de cabezay cuello 33 Muestras de pacientes Mandapathil et al, 2009
Exosomas de cancer 3/3. 3/3. L|r_1_eas celulares (prOStata‘Clayton etal, 2011.

vejiga y colon)
Cancer de vejiga 2/2. Lineas celulares Stella et al, 2009.
Cancer cenvical 910, Lineas celulares HPV (+) y (-Avila lbarra, 2011 y Titla

) Vilchis, 2012
Cuadro 2. Expresién de CD39 y CD73 en canceres humanos.

Sin embargo, varios estudios han sefialado la tarea critica llevada a cabo por CD39 y CD73 en
la generacion de este entorno inmunosupresor, caracterizado por el aumento de los niveles de
adenosina, que promueve el desarrollo y progresion del cancer (Fig. 10). Observaciones de la
alta expresion y actividad de estas enzimas en varios tumores sélidos y liquidos (Cuaro 3)
sugieren papeles para la promocién de crecimiento tumoral e infiltracion.
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Tipo de Cancer Expresion y actividad de CD39/CD73

Tumor solido

Glioma Incremento de RNAm en CD73

Cabeza y cuello Incremento en la expresiény actividad de CD39 y CD73 en Tregs

Melanoma Incremento en la expresionde CD73 esta asociado conun alto fenotipo invasivo
Incremento en la expresion de CD39 esta relacionado con la diferenciaciéon de melanocitos a células malignas

Tiroides Incremento en la expresién de CD73

Mama Incremento de RNAm , niveles de proteinas y actividad enzimatica en CD73
Participacion e CD73 en crecimiento y progresion tumoral

Pancreas Incremento de RNAm en CD39

Higado Expresion de CD39 sobre Tregs facilita crecimiento hepatico de melanoma metastasico

Colon Incremento en la expresidonde CD73

Vejiga Incremento en la expresiénde CD73

Ovario Incremento en la expresionde CD39 y CD73

Prostata Actividad de CD73 promueve crecimiento tumoral y metastasis

Tumor liquido
Leucemia Incremento en la expresiony actividad de CD39

Linfoma Incremento en la expresion y actividad de CD39 en Linfocitos TCD4+ y CD8+

Cuadro 3. CD39 y CD73 en tumores liquidos y sélidos. Tomado y modificado de Antonioli et al 2013.

El complejo CD39/CD73 patrticipa en el proceso de inmunoescape tumoral, por inhibicién de la
activacion, expansion clonal y migracién de células T especificas a tumor (en particular T
citotdxicas), alterando la eliminacion de células tumorales por CTL, dictando la generacion de
adenosina, un componente sustancial de las capacidades supresoras de Treg y TH17,
mejorando la conversion de macrofagos tipo 1 hacia macréfagos tipo 2 promoviendo el tumor.
Células supresoras de origen mieloide (MDSCs), también promueven el crecimiento tumoral por
un mecanismo mediado por CD39. Ademas la expresion de CD39/CD73 en exosomas de
cancer también puede elevar los niveles de adenosina en el microambiente tumoral, inhibiendo
de este modo respuestas de células T (Fig. 10) (Antonioli et al 2013).

La expresion de la molécula CD73 sobre tumores puede ser regulada por la presion selectiva
ejercida por el sistema inmune, debido a que los tumores positivos a CD73 estan mejor
equipados para suprimir las respuestas inmunes antitumorales. Sin embargo el microambiente
tumoral contiene factores que regulan la expresion de CD73. El mas altamente definido de
estos es la hipoxia, debido al factor inducible a hipoxia (HIF), ademas, algunos factores solubles
encontrados en el microambiente tumoral han sido implicados en la sobreregulacion de CD73,
incluyendo los IFN tipo | (Niemela et al 2004), TNF-q, IL-1B, la prostaglandina E2 (PGE2), el
TGF-B, la IL-6 y agonistas de la via de sefalizacion de wnt también podrian regular
positivamente la expresion ectonucleotidasa, mientras que IFN-y e IL-4 se ha demostrado que
regulan a la baja la expresion de CD73 (Ghiringhelli et al 2012; Beavis et al 2012). De manera
interesante, en linfocitos, la expresion de CD73 mediada por TGF-B es antagonizada por
citocinas TH1 y TH2, sugiriendo una relacién reciproca entre la respuesta antitumoral y
citocinas proinflamatorias inhibiendo la expresién de CD73 (Regateiro et al 2011). Por otro lado
también se ha demostrado que en lineas celulares de cancer de mama la pérdida del receptor
de estrogeno (ER) induce la expresion de CD73 (Spychala et al 2004).

La expresion de CD39 es regulada por importantes citocinas proinflamatorias, estres oxidativo y

la hypoxia a traves de los factores de transcripcion SP1, Stat 3 y factor de transcripcion 1
independiente del factor de crecimiento de zinc (Antonioli et al 2013).
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Figura 10. El complejo CD39/CD73 en el desarrollo y progresion tumoral. Dentro del ambiente tumoral, ATP es
incrementado y convertido hacia adenosina por CD39 y CD73. La adenosina promueve crecimiento tumoral por estas
ectonucleotidasas expresadas en células tumorales o exosomas de cancer generando un ambiente inmunosupresor
inhibiendo macréfagos, neutrofilos, células dendriticas y células T. Tomado de Antoniolli et al 2013.

Efecto supresor de adenosina

La adenosina esta constitutivamente presente en los medios extracelulares en una
concentracion muy baja, pero su concentracibn aumenta en muchas condiciones
metabdlicamente estresantes, en particular en el microambiente tumoral (Ghiringhelli et al
2012). La adenosina inhibe de forma potente una amplia gama de respuestas de los linfocitos T
a la estimulacion antigénica, incluyendo proliferacion celular (Hoskin et al 2002; Huang et al,
1997), sintesis de IL-2 y citocinas proinflamatorias como el interferén-y y TNF-a (Lappas et al
2005; Butler et al 2003; Raskovalova et al 2005), la sobrerregulacion de CD25 (cadena a del
receptor de la IL-2) (Huang et al 1997; Butler et al 2003), la expresion de moléculas efectoras
citotdéxicas como perforinas y Fas ligando (Hoskin et al 2002; Koshiba et al 1997), la adhesién
de LTC a las células diana del tumor (MacKenzie et al 1994, 2002) y la exocitosis de granulos
por LTC (Koshiba et al 1997). Tambien inhibe algunos de los primeros pasos en la activacion de
las células T asociada con sefiales de transduccion mediante los receptores de las células T y
de moléculas coestimuladoras como CD28 (Ohta et al 2006). Las bajas concentraciones
micromolares de adenosina, inhiben la fosforilacion inducida por el receptor de las células T
CD3 y CD28 de los residuos de tirosina en proteinas intracelulares de las células T de ratén,
proteinas tirosina cinasas p56ick y ZAP-70, que son componentes esenciales de la via de
transduccién de sefiales del receptor de las células T (Mustelin and Taskén, 2003).
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La adenosina extracelular induce sus potentes efectos inmunosupresores via cuatro receptores
(ARs, por sus siglas en inglés), especificos bien caracterizados: Al, A2A, A2B y A3 (Fredholm
et al 2001; Linden et al 2001). Los ARs tienen siete dominios transmembrana que abarcan y se
acoplan a proteinas de unidbn GTP intracelulares (Proteinas G), utilizando AMP ciclico
intracelular (AMPc) como segundo mensajero (Hasko et al 2008). El receptor Al de alta afinidad
y el receptor A3 de baja afinidad estan acoplados a proteinas Gi. Los receptores A2 se
subdividen en A2A de alta afinidad y A2B de baja afinidad, los cuales estan acoplados a
proteinas Gs (Fig. 11) (Linden, 2001; Thiel et al 2003; Sitkovsky, 2003, 2008).

Receptores Al y A3 inducen una disminucion de AMPc intracelular, mientras que los receptores
A2A y A2B inducen la activacion de la adenilato ciclasa que resulta en aumento de los niveles
intracelulares de AMPc. Receptores Al y A3 también inducen la activacion de fosfatidil-inositol 3
quinasa (PI3K) y la proteina cinasa C (PKC) (Ghiringhelli et al 2012). Los cuatro receptores de
adenosina se han asociado con la activacion de la proteina cinasa activada por mitégenos
(MAPK) y las vias de la proteina cinasa C (PKC) (Allard et al 2012). A bajas concentraciones de
adenosina, Al, A2A y A3 estan involucrados en la sefializacion, mientras que a concentraciones
altas, como los observados en el microambiente tumoral, el receptor A2B esté implicado en la
sefializacién. Debido a que los receptores de adenosina se expresan ampliamente, la
adenosina puede influir en células del sistema inmune, cancerosas y células endoteliales
(Ghiringhelli et al 2012).
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Figura 11. Vias de segundos mensajeros acopladas a los subtipos de receptores de adenosina. La adenosina
extracelular se puede unir a cuatro diferentes receptores acoplados a proteinas G, estructuras que estimulan (A2AR
y A2BR) o inhiben (A1R y A3R) la actividad de la adenilato ciclasa. La estimulacion de A1R y A3R puede también
activar la fosfolipasa C (PLC) con el lanzamiento consecutivo de Ca2+ desde depésitos intracelulares. Ademas, todos
los receptores de adenosina se acoplan a las vias de proteinas cinasas activadas por mitbgenos (MAPK), incluyendo
sefiales de vias extracelulares reguladas por cinasa (ERK) 1/2 y p38 MAPK). Tomado de Hoskin et al 2008.

Tomando en cuenta las diferentes afinidades entre la adenosina y sus ARS, y el hecho de que
estos se expresan diferencialmente en funcion del tipo de célula, la adenosina tiene la
capacidad de actuar de forma variable en las células inmunes. La adenosina tiene un gran
impacto directamente en subconjuntos de células T. La sefializacién a través del TCR (receptor
de células T) provoca un rapido aumento en los niveles de mRNA del receptor A2A, que se
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correlaciona con un aumento significativo en la acumulacion de cAMP en estas células. In vitro,
el reconocimiento de antigenos en el contexto de la activacion del receptor A2A por agonistas
especificos induce anergia de células T, incluso en la presencia de la coestimulacion como la
activacion de CD28. Células T estimuladas inicialmente en presencia de un agonista del
receptor A2A también fallan para proliferar y para producir IL-2 e IFN-y después de la
reestimulacién (Fig. 12). El acoplamiento de un receptor A2A in vivo inhibe la expresion de IL-6,
mientras que mejora de la produccién de TGF-B. TGF-B en la ausencia de IL-6 promueve la
diferenciacion de células T virgenes en células Treg. Por consiguiente, el tratamiento de ratones
con agonistas de adenosina no sélo inhibe la generacién de células Thl efectoras sino que
también promueve la generacion de células T reguladoras. La exposicion a la adenosina
durante la activacién de células T promueve anergia de células T y la induccién de células T
reguladoras, que conducen a una respuesta inmune antitumoral deteriorada drastica
(Ghiringhelli et al 2012).
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Figura 12. Mecanismo inmunosupresor de células tumorales mediante la via adenosinergica
(CD39/CD73/Adenosina). Representacion de la inhibicion de un linfocito T CD8 efector mediante el incremento del
AMPc por la sefializacion del receptor A2A de la adenosina la cual es generada a partir de la hidrélisis enzimatica de
CD39 y CD73 ancladas en la superficie de una célula tumoral. Tomado y modificado de Sitkovsky et al 2008;
Zhang, 2010; Antonioli et al 2013.

La adenosina también puede afectar el crecimiento de las células cancerosas a través de la
union directa de sus receptores especificos expresados en la superficie celular de las células
tumorales, ya que algunos informes mencionan que la adenosina también podria inducir la
muerte de células cancerosas o inhibir su proliferaciéon celular (Gessi et al 2004). (Fig. 11).
Particularmente, AR1 esta involucrado principalmente en la proliferacion celular tumoral e
induce la activacion del ciclo celular, ya que podria inhibir p27, una molécula que promueve la
senescencia y la proliferacion. AR3 se expresa en muchos tipos de cancer y parece que se
sobreexpresa en células tumorales en comparacién con las células normales. El principal efecto
de la activacion del receptor A3 es promover la angiogénesis. La adenosina, de una manera
dependiente de A3, aumenta (HIF-1a) en respuesta a la hipoxia en el melanoma humano,
glioblastoma, y las células de cancer de colon. La adenosina también media la produccion de
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VEGF y angiopoyetina por las células tumorales de una manera dependiente de A3. Algunos
trabajos también han demostrado que en leucemia linfocitica crénica humana (CLL), mieloma y
las células de melanoma expresan AR2A. La activacion de estos receptores podria modular la
respuesta a la quimioterapia. El receptor A2A también aumenta la produccion de eritropoyetina
(EPO) en células de carcinoma hepatocelular (Hep3B).

Blogueo del mecanismo inmunosupresor CD39/CD73/Adenosina

En el supuesto de que la produccion de adenosina promueva la proliferacion tumoral, la
neoangiogénesis y directamente inhibe células T efectoras antitumorales, y que las
ectonucleotidasas son altamente expresadas en las células tumorales y células
inmunosupresoras, debe ser de gran interés inhibir los ARS en linfocitos T, o la produccion de
adenosina por las ectonucleotidasas CD39/CD73 en células tumorales para promover la
respuesta antitumoral.

Recientemente se han ideado algunos sistemas para contrarrestar el efecto inmunosupresor de
la via adenosinérgica en tumores, por ejemplo la inhibicion de la actividad de CD39 por
polyoxometalatol (POM-1), un inhibidor farmacolégico de la actividad nucledsido trifosfato
difosfohidrolasa, disminuyé el crecimiento del tumor de melanoma en ratones normales, pero no
en los animales deficientes del gen CD39 (Wang et al 2009), lo que indica un efecto especifico
de POM-1 sobre CD39. Por otro lado, la inhibicion de CD73 se ha estudiado mas a fondo. Un
anticuerpo de blogueo especifico suprimié el crecimiento de tumores de préstata e inhibi6 el
desarrollo de metéstasis de pulmén (Stagg et al 2012). Ademas, el inhibidor adenosina 5'- af3-
metileno difosfato (APCP) también afectd el crecimiento tumoral de ovario y la formaciéon de
metastasis de pulmdén. Por otro lado se ha empleado el uso de antagonistas del receptor A2A
como la cafeina, lo que ha permitido la reactivacion de la actividad funcional de linfocitos T
efectores y la disminucion del tamafio tumoral (Ohta et al 2006). Los antagonistas de los
receptores de adenosina, incluida la cafeina, mejoran la inhibicién del crecimiento tumoral por
los linfocitos T, permitiendo una reduccion de la metastasis y previenen la angiogenia tumoral.
La cafeina puede bloquear de forma dependiente de la dosis los efectos del autocoide
adenosina, incluidos los que se producen en las células cancerosas que también tienen
receptores de adenosina (Cuadro 4). Por el momento los receptores de adenosina de las
células cancerosas no se han considerado una diana para el desarrollo de farmacos
anticancerosos. Sin embargo, hay evidencias de que los receptores de adenosina de las células
del sistema inmune pueden ser una buena diana terapéutica al menos en ciertos tipos de
cancer (Franco et al 2008), lo cual sugiere que el uso de antagonistas del receptor A2A y/o el
bloqueo de la generacion de adenosina a través de la inhibicion de las ectoenzimas CD39 y
CD73, puede ser de gran relevancia para revertir el efecto inmunosupresor en el microambiente
tumoral.

Concentracion Efecto Celular
de Cafeina

1-30uM Blogueo de los receptores de Adenosina
Al, A2ZAy A2B

20-300uM Blogueo del receptor de Adenosina A3 e
inhibicion de la fosfodiesterasa de AMPc

40-700 uM Bloqueo de los receptores GABA,

100-3000 uM Liberacion de calcio del reticulo

endoplasmico
Cuadro 4. Efectos celulares acumulativos de la cafeina en relacién a sus concentraciones. La cafeina es un

antagonista competitivo de la adenosina que es capaz de bloquear todos los receptores para adenosina. (Tomado y
modificado de Fredholm et al1999).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El cancer cérvico-uterino (CaCu) es la tercera causa de muerte por tumores malignos entre las
mujeres de todo el mundo con medio millon de nuevos casos y cerca de 300.000 muertes cada
afio y en México es una de las principales causas de muerte y cada afio se diagnostican
alrededor de 12,000 casos nuevos de CaCu invasor (INEGI, 2010; Mufioz et al 2002).
Actualmente, es el primer cancer reconocido por la Organizacién Mundial de la Salud que es
cercano al 100% atribuible a la infeccion por el virus de papiloma humano (HPV) (Bosch et al
2002), siendo la enfermedad de transmisién sexual mas comun en el mundo (Herman and
Baylin, 2003). La persistencia de la infeccion por HPV de alto riesgo y la deficiente respuesta
inmune para eliminar a las células infectadas en sus etapas iniciales juega un papel muy
importante (Bellone et al 2009).

Se ha reportado que durante el desarrollo de la neoplasia cervical, varios factores
inmunosupresores pueden intervenir para evitar la respuesta inmune celular de manera
eficiente, ya que las células tumorales han desarrollado multiples mecanismos para evadir el
reconocimiento inmune o suprimir los mecanismos efectores de células T antitumorales (Tindle,
2002). Un mecanismo inmunosupresor recientemente propuesto es la via adenosinérgica, el
cual a través de la fosfohidrélisis de nucleétidos intermedios de adenina mediada por las
ectonucleotidasas ectoapyrasa (CD39) y 5- ectonucleotidasa (CD73), produce adenosina
extracelular cuya funcién es la de inhibir varios mecanismos que conducen a la activacion y a la
funcién efectora de linfocitos T citotoxicos (Blay et al 1997; Thompson et al 2004; Ohta et al
2006).

La expresion de CD39 y/o CD73 en células tumorales, ha sido reportada en varios tipos de
cancer, incluyendo: cancer de vejiga (Stella et al 2009), leucemia (Mikhailov et al 2008), glioma
(Bavaresco et al 2008), glioblastoma (Ludwing et al 1999), melanoma (Sadej et al 2006), cancer
de ovario (Cho et al 2006), tiroides (Kondo et al 2006), es6fago (Fukuda et al 2004), prostata
(Hastie et al 2005) y mama (Spychala et al 2004; Wang et al 2008). Asimismo, la expresion de
CD39 actuia sobre la angiogenesis tumoral; mientras que CD73 ha sido asociada fuertemente
con un fenotipo prometastdsico en melanoma y cancer de mama, y recientemente se ha
reportado que la terapia con anti-CD73 inhibe el crecimiento tumoral y la metastasis en cancer
de mama, sugiriendo entonces que la expresion de estas moléculas en tumores tiene un papel
relevante en la progresion e invasion tumoral (Stagg et al 2010; Jin et al 2010).

Nuestro grupo de trabajo ha detectado en diferentes lineas celulares de CaCu positivas y
negativas a la infeccion por HPV, la presencia de la ectoenzima CD73. Asimismo hemos
determinado la capacidad de estas células para generar adenosina a partir de AMP y el efecto
inhibitorio de la adenosina generada sobre la proliferacion de linfocitos T (Titla-Vilchis, 2012;
Avila-lbarra, 2011), sugiriendo que la via adenosinérgica puede tener un papel muy importante
en las células de CaCu para ejercer un efecto inmunosupresor sobre la respuesta inmune. En
el presente trabajo se realizé con la finalidad de analizar la expresiéon y actividad funcional de
las ectoenzimas CD39 y CD73 para generar adenosina a partir de nucleétidos ADP y AMP; asi
como el de analizar la actividad inmunosupresora de la adenosina generada, sobre la
proliferacion, activacion y funcion efectora de linfocitos T. Los resultados de este trabajo de
investigacion, resaltan la importancia de la via adenosinérgica (CD39/CD73/Adenosina) en las
células tumorales de CaCu para inhibir la respuesta inmune mediada por linfocitos T.
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HIPOTESIS

Recientemente se ha reportado que la via adenosinérgica, constituida por la expresion
conjunta de las ectoenzimas CD39/CD73 y la produccion de adenosina, es uno de los
mecanismos importantes de inmunosupresion ejercido por células tumorales de diferentes tipos
histologicos sobre la activacion y funcion efectora de linfocitos T citotoxicos (CTL). En estudios
previos hemos encontrado que células tumorales de cancer cérvico-uterino (CaCu) son capaces
de generar adenosina cuando son incubadas en presencia de nucleétidos como AMP. En
consecuencia, se espera que si las células de CaCu expresan ambas ectoenzimas
(CD39/CD73) en membrana, sean capaces de generar adenosina a partir de los nucle6tidos
ADP y AMP, y que ésta sea capaz de suprimir la proliferacién, activacion y funcion efectora de
linfocitos T CD8+.
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OBJETIVOS
Objetivo General.

Analizar la actividad inmunosupresora de células tumorales de cancer cérvico-uterino a través
de la via adenosinérgica mediada por CD39-CD73-adenosina.

Objetivos Particulares.

1.- Analizar la expresion de las ectoenzimas CD39/CD73 en células tumorales derivadas de
cancer cérvico-uterino.

2.- Analizar la actividad funcional de las ectoenzimas CD39/CD73 en células tumorales
derivadas de cancer cérvico-uterino.

3.- Determinar la actividad inmunosupresora de células tumorales de cancer cérvico-uterino
sobre la proliferacién y activacién de linfocitos T a través de la via adenosinérgica.

4.- Determinar la actividad inmunosupresora de células tumorales de cancer cérvico-uterino

sobre la funcién efectora de linfocitos T citotdxicos especificos a través de la via
adenosinérgica.
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MATERIALES Y METODOS
Lineas celulares.

Las linea celular tumoral derivada de cancer de cuello uterino HelLa derivada de un carcinoma
epiteloide (adenocarcinoma, HPV-18) fue utilizada en este trabajo para determinar la expresion
de las moléculas CD39 y CD73 en membrana celular, asi como su actividad funcional mediante
la generacién de adenosina. Como control negativo para la expresion de CD73, se utilizé una
linea celular de linfocitos T de leucemia, Jurkat (Resta, 1997). Como células blanco en el
ensayo de citotoxicidad, se utilizo la linea celular linfoblastica denominada T2 (Hosken y Bevan,
1990), la cual expresa moléculas vacias HLA-A*0201 en su membrana celular. Las lineas
celulares fueron mantenidas bajo condiciones de cultivo, empleando medio de cultivo RPMI
1640 de GibcoBRL (Life Technologies, USA) suplementado con suero fetal de bovino (SFB)
GibcoBRL (Life Technologies, USA) al 10%, 100U/mL de penicilina, 100ug/mL de
estreptomicina y mantenidas en condiciones de esterilidad en una incubadora (Forma Scientific,
USA) a 37°C con 5% de CO, en un ambiente de humedad saturante.

Expresion de CD39/CD73 por citometria de flujo.

Puesto que el mecanismo adenosinérgico para generar adenosina, (importante agente
inmunosupresor de linfocitos T), es debido a la presencia de las ectoenzimas de superficie
CD39 y CD73, la expresion de estas moléculas en células de CaCu, fue analizada mediante la
técnica de citometria de flujo. Para ello un total de 2 x 10° células por determinacion, contadas
con ayuda de un hemocitémetro y azul de tripano se incubaron en PBS/SFB 2% durante 30 min
a 4°C y en obscuridad con los anticuerpos monoclonales (mAb) anti-CD73/PE (BD Pharmingen,
USA) y anti-CD39 (Bioscience, USA) de acuerdo a las cantidades sugeridas por el proveedor.
Por otra parte, se incluyeron controles, incubando a las células con el correspondiente isotipo
control de acuerdo al anticuerpo primario IgGlk PE (BD Pharmingen, USA) y anticuerpo
secundario cabra anti-raton conjugado con FITC (Caltag Laboratories, USA). Para eliminar los
anticuerpos, las células se lavaron dos veces con PBS-SFB 2%. Finalmente las células
marcadas se analizaron contando un minimo de 10,000 eventos en el citbmetro de flujo
FACSAriall (BD Biosciences, USA). El andlisis de los datos obtenidos se realiz6 con el software
Summit V4.3 (Dako Colorado, Inc, USA).

Ensayo de actividad funcional de CD39/CD73.

Tomando en consideracion que CD39 hidroliza ATP y ADP a sus respectivos nucledsidos
(Robson et al 2005) y que la CD73 degrada el monofosfato de adenosina (AMP) a adenosina
como producto final (Resta et al 1998), se establecié un ensayo in vitro para determinar la
actividad funcional de ambas ectoenzimas en células Jurkat y células tumorales de CaCu Hela.
Brevemente se colocaron 1 x 10’ de células viables por cuadruplicado en placas de 96 pozos
de fondo U estériles (Corning costar, USA) en medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con
10% de sustituto de suero (Invitrogen, USA). En uno de los pozos se coloc6 Adenosina
Difosfato (ADP) 2.5mg/mL; en otro pozo Adenosina Monofosfato (AMP) a 2.5mg/mL, mientras
que en los pozos restantes ademas de ADP y AMP, las células fueron preincubadas durante 30
minutos con los inhibidores selectivos: polioxometalato (POM-1) (Santacruz, Biotech, USA) para
CD39 y adenosina 5’- aB-metileno difosfato (APCP) (Sigma-Aldrich, USA) para CD73, a una
concentracion final de 2.5mg/mL, en un volumen final de 200uL. Después de la adicion de los
diferentes sustratos e inhibidores, las células fueron resuspendidas inmediatamente y se
tomaron alicuotas de 1uL de cada uno de los pozos (Tiempo cero), y las células fueron
incubadas a 37°C, humedad saturante y 5% de CO,. A partir de ese momento y en cada hora

31



de incubacion (1-5 hrs), fueron tomadas muestras de 1 pL de la suspension celular. Todos los
sobrenadantes de los cultivos fueron colectados y almacenados en tubos cénicos de plastico
(Corning costar, USA) a -20°C para ser utilizados posteriormente en los siguientes
experimentos.

Cromatografia en capa fina (TLC).

La adenosina producida bajo las diferentes condiciones de cultivo en las células HelLa con los
sustratos ADP, AMP en ausencia y presencia de los inhibidores especificos de CD73 y CD39,
fue monitoreada a través de la técnica de cromatografia en capa fina (TLC) del inglés Thin
Layer Chromatography, utilizando laminillas fluorescentes de poliéster conteniendo silica gel
(Whatman, Germany). A cada una de las laminillas se coloc6 1 uL de las alicuotas de los
cultivos celulares tomadas en los diferentes tiempos (0-5hrs). Después de 30 minutos, las
laminillas fueron colocadas verticalmente en una camara de elucion conteniendo 2mL de una
mezcla de solventes organicos (Fase moévil para adenosina) compuesta por: isobutanol: alcohol
isoamilico:etoxietanol:amoniaco:agua (9:6:18:9:15) (Niemela et al, 2004; Stagg et al 2010 y
Grinewald and Ridley, 2010). La fase movil se dejé correr durante 1 hr y posteriormente las
laminillas fueron retiradas de la camara de elucién para su secado a temperatura ambiente.
Como estandares se utilizaron: ATP, ADP, AMP, Adenosina e Inosina (Sigma Life science,
USA) a una concentracién de 2.5mg/mL. Finalmente los compuestos fueron visualizados y
fotografiados a través de un transiluminador en una cdmara con luz UV (UVP Biodo-H System,
USA).

Cromatografia liquida de ultra resolucion (UPLC).

Para determinar la cantidad de adenosina generada en los cultivos de células HelLa y Jurkat se
utilizé un equipo de UPLC aquity (Waters, USA) y el andlisis se realiz6 empleando el software
Empower 3 (Waters, USA). Previo a la lectura de las muestras, se prepararon estandares de
adenosina a una concentracion de 1mg/mL disueltas en fase movil (0.5% acetonitrilo: 5%
metanol: 94.5% acetato de sodio 0.25 M, pH 6.3) y se realizaron diluciones seriadas apropiadas
(1:100) para establecer los limites de deteccion. Se realizdé una curva estandar de 10 puntos
empleando adenosina pura. Por otro lado los sobrenadantes de las células de CaCu cultvadas
con los diferentes sustratos fueron adicionados a tubos con 200 ul de fase movil, se agitaron en
vortex durante 1 minuto y se centrifugaron 3 minutos a 12000 rpm para extraer las proteinas y
estabilizar la adenosina; posteriormente las muestras fueron introducidas al equipo para su
determinacion. Las condiciones de corrida de cada muestra fueron las siguientes: velocidad de
flujo 1.0mL/min; detector UV 254-260 nm; tiempo de retencion 2.0 minutos; T ambiente;
columna de fase reversa LiChrosferRP de 18e 5 um, 100 RP-18 (tamafio 125mm x 4mm, 5mm
de tamafio de particula). La adenosina se cuantific6 comparando el tiempo de retencién de la
muestra con el de la adenosina pura empleada como control.

Extraccién de células mononucleares de sangre periférica (CMNSP).

Para evaluar el efecto inmunosupresor de las células tumorales de CaCu sobre la proliferacion,
activacion y funcion efectora de linfocitos T a través de la via adenosinérgica se requirié de
sangre periférica de donadores normales. Para ello, se tomaron 15-20 mL de sangre periférica
mediante puncion en la vena de un brazo empleando tubos vacutainer de 6 mL con
anticoagulante ACD (acido citrico, citrato de sodio y dextrosa) (Becton Dickinson, USA). En
condiciones de esterilidad la muestra de sangre fue procesada y centrifugada a 2000
revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos para separar el plasma sanguineo (fase
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superior) del paquete celular (fase inferior). Con ayuda de una pipeta serologica fue retirado el
plasma y colocado en otro tubo para eliminar las proteinas de complemento mediante
inactivacion a temperatura de 56°C durante 30 minutos. La fase inferior conteniendo el paquete
celular, fue resuspendido con solucién buffer salina de fosfatos (PBS). Después de dos lavados,
el paquete celular se llevé a un volumen 1:1. La mezcla de sangre y PBS fue depositada sobre
10 mL de Ficoll (Histopaque, Sigma-Aldrich, USA) y centrifugada durante 30 minutos a 1000
rpm. A continuacion, las células mononucleares de sangre periférica (CMNSP), colectadas en la
interfase fueron resuspendidas con medio IMDM-12440 (Life Technologies, USA) suplementado
con 2mM de L-glutamina, 1 mM de Piruvato de Sodio, 50 uM de 3-Mercaptoetanol y 100 uM de
una mezcla de aminoacidos no esenciales (Gibco BRL, USA), ademas de antibidticos (penicilina
100U/mL y estreptomicina 100 pg/mL).

Ensayo de proliferacion celular colorimétrico (MTS).

Para evaluar si la adenosina generada por CD39/CD73 en las células tumorales de CaCu
suprime la proliferacién de células T, CMNSP obtenidas por gradiente de densidad fueron
cultivadas por triplicado en 100 pl de medio IMDM sin rojo fenol (Life Technologies, USA) +
suero autélogo humano (SAH) a una densidad final de 1 x 10°/pozo en una placa de 96 pozos
de fondo plano estéril (Corning costar, USA), con medios condicionados de los cultivos de
células HelLa (proporcion 1:50) en presencia de perlas coestimulatorias recubiertas de
anticuerpos CD2/CD3/CD28 (Miltenyi Biotec, USA) en una proporcion 2:1 linfocitos T:perlas, e
incubados a 37 °C, 5% de CO? por 72 hrs. Por otro lado, de manera simultdnea, para evaluar el
blogueo del efecto inmunosupresor de adenosina sobre la proliferacion de linfocitos, se adicioné
cafeina a una concentracion de 30 uM (J.K Baker, USA). Linfocitos con medio solo, con
adenosina pura (100 uM), con cafeina (30 uM) y adenosina-cafeina (100 uM-30uM), AMP e
Inosina (100 uM) fueron sembrados de manera independiente para establecer los controles
correspondientes. Después de este periodo las células fueron cosechadas con 20 pl/pozo del
reactivo de proliferacion celular CellTiter 96® Aqueous One Solution (Promega, USA) a una
concentracion final de 317 ug/ml y fueron incubadas a 37°C, 5% de CO, por 4 hrs.
Posteriormente la placa fue leida en un lector de placas para ELISA (Molecular Devices, USA) a
una longitud de onda de 490 nm como describe Soman et al 2009.

% de Proliferacion = (media DO de CMNSP cultivados con medios condicionados/media
DO de CMNSP cultivadas con perlas anti-CD2/CD3/CD28) X100.

Ensayo de proliferacion celular por marcaje con carboxifluoresceina succinimidil
ester (CFSE).

Para corroborar el efecto inhibitorio de la adenosina pura y adenosina generada por
CD39/CD73 en células de CaCu sobre la proliferacion de linfocitos T, CMNSP fueron marcadas
previamente con 2 uM de carboxifluoresceina succinimidil éster (CFSE) (Sigma, USA) en PBS
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las células fueron cultivadas en 200 yl de medio
IMDM + SAH a una densidad final de 2.5 x 10°/pozo en una placa de 96 pozos de fondo U
(Corning costar, USA), en presencia de anticuerpos CD2/CD3/CD28 en una proporcion 2:1, en
presencia de adenosina pura a diferentes concentraciones (10-5000 uM) y medios
condicionados de los cultivos de células HelLa (proporciéon 1:25) e incubadas a 37 °C, 5% de
CO, por 72 hrs. Al finalizar el tiempo de cultivo se analizaron los niveles de CFSE en CMNSP a
través de un citémetro de flujo FACS ARIA Il contando un minimo de 25,000 eventos. El tiempo
inicial (To) de marcaje con CFSE se determind en el momento de la cosecha al marcar las
células y determinar los niveles iniciales de la incorporaciéon de CFSE. La respuesta de
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proliferacion total (T;) de CMNSP se determind sobre las células marcadas y cultivadas en
ausencia de adenosina.

Determinacion de la produccion de IFN-y intracelular en T CD8+.

Para analizar la influencia de la via adenosinergica en células tumorales de CaCu sobre la
activacion de los linfocitos T, 2.5 x 10° CMNSP fueron sembradas en una placa de 24 pozos
(Corning costar, USA) con 1ml de medio de cultivo IMDM + 10% de SAH con medios
condicionados de los cultivos de células HelLa y se estimularon con anticuerpos anti-
CD2/CD3/CD28 en proporcién 2:1, éstos fueron incubados a 37°C, en humedad saturante y 5%
de CO:zdurante 48 hrs. De manera simultanea, se adicion6 cafeina a una concentracion de 300
MM. Linfocitos con medio solo, con AMP, con adenosina pura, inosina (1mM), cafeina (300 uM)
y adenosina-cafeina fueron sembrados de manera independiente para establecer los controles
correspondientes. Para la determinacion de IFN-y intracelular después de el tiempo de cultivo
fue adicionada Brefeldin-A (Sigma, USA) a una concentracion final de 10 uM por 4 horas.
Posteriormente las células fueron colectadas, fijadas y permeabilizadas de acuerdo con las
instrucciones del proveedor de los reactivos Cytofix/Cytoperm y Perm/Wash (Beckton
Dickinson, USA), y fueron marcadas con 1ul/50 ul PBS de anticuerpos anti-IFNy/FITC y 1ul /50
ul PBS anti-CD8/APC (R&D, Systems, USA) por incubacion a 4°C por 30 minutos. Las células
tratadas fueron evaluadas en un citbmetro de flujo FACS ARIA II. Un total de 50,000 eventos
fueron adquiridos y analizados para obtener los porcentajes de células CD8+ productoras de
IFN-vy, bajo las diferentes condiciones empleando el software Summit V4.3

Determinacion de la expresion de CD69 en T CD8+.

Para evaluar la expresion de CD69 como un marcador de activacion de células T CD8+,
2.5 x10° CMNSP fueron cultivadas en placas de 24 pozos con medio IMDM en las mismas
condiciones que el apartado anterior y transcurrido el tiempo de cultivo las células fueron
marcadas con 1ul de anti-CD69/FITC, y anti-CD8/APC (R&D, Systems, USA) en 50 ul de
PBS/SFB 2% por incubacion a 4°C por 30 minutos, para finalmente ser evaluados los
porcentajes de células CD8+CD69+ bajo los diferentes tratamientos mediante un citbmetro de
flujo FACS ARIA II. Un total de 50,000 eventos fueron adquiridos y analizados para obtener los
porcentajes de células CD8+ con C69+, bajo las diferentes condiciones.

Tipificacion de HLA-A2.

El fenotipo de HLA-A2 de CMNSP de donadores normales se confirmé por tincion indirecta con
1ul del anticuerpo monoclonal (mAb) anti-HLA-A28, BB7.2 (dilucion 1:100 en PBS+2% SFB)
(ATCC,USA) a 4°C durante 30 minutos, seguido de la incubacién con el anticuerpo secundario
cabra anti-raton conjugado con FITC (Caltag Laboratories, USA) por 30 minutos, para
finalmente analizarse por citometria de flujo.

Generacion de linfocitos T citotoxicos especificos.

Para generar linfocitos T citotoxicos especificos, se llevd a cabo el método de “vacunacion in
vitro” empleando células dendriticas (CD) (Romani N et al 1996; Faush et al 2002). Para
generar las células dendriticas, CMNSP de donadores normales que presentaron el alelo HLA-
A2 en su haplotipo de moléculas del complejo de histocompatibilidad clase-I, fueron incubados
en platos de petri de plastico por 2 hrs. Los linfocitos no adherentes fueron retirados y los platos
fueron lavados con medio de cultivo completo (MCC) consistente de RPMI-1640, suplementado
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con 2mM de L-glutamina, 1mM de piruvato de sodio, 100 UI/mL de penicilina, 200mg/mL de
estreptomicina, 0.1mM de amino&cidos no escenciales, 10mM de Hepes (pH 7.2), 50uM de B-
mercaptoetanol y 10% de SAH. La fraccion adherente fue cultivada durante 5 dias en presencia
de 30ng/mL de GM-CSF recombinante humano (BD-Pharmingen, Palo Alto, CA, USA) y 20
ng/mL de IL-4 recombinante humana (Calbiochem-Novabiochem, La Jolla, CA,USA), con
reemplazo del 50% de medio y adicion de citocinas cada 3 dias con la finalidad de inducir la
diferenciacién de CD inmaduras. Dos dias después se realiz6 un cocultivo de CD con células
flotantes que fueron colectadas, lavadas con MCC e incubadas durante 1 hr con 10ug/mL del
péptido YMLDLQPETT (Invitrogen, USA) derivado de la proteina E7 de HPV-16 (Mora Garcia et
al 2006). La maduracion de las CD se llevé a cabo con la adicion de 20pg/mL del adyuvante
Poli I:C (acido poliriboinosinico) (Amersham Biosciences, USA), un ARN sintético de doble
cadena, durante incubacion por 48 hrs. CMNSP fueron co-cultivadas con las CD maduras y
pulsadas con el péptido en presencia de IL-2 (20 ng/mL) e IL-7 (15 ng/mL) (R&D Systems, MN)
durante 7 dias para expandir la poblacion de T especificas al péptido.

Enriquecimiento de T CD8+.

Después de dos re-estimulos, la poblacién de linfocitos T CD8+ fue enriquecida mediante
seleccién negativa empleando un kit de enriquecimiento para linfocitos T CD8+ humanos y
perlas magnéticas (EasySep Enrichment Cocktail, Stem Cell Technologies, USA) para la
deteccion y determinacion de las frecuencias de linfocitos T CD8+ especificos hacia el péptido
antigénico YMDLQPETT presentado por moléculas HLA-A2. Para ello, se prepar6 una
suspension celular en un tubo estéril de poliestireno de 5 mL y se incubaron con 50 ul/mL del
coctel de anticuerpos por cada 5 x 10’ células durante 10 minutos a temperatura ambiente,
transcurrido el tiempo se incub6 con 50 pl de particulas magnéticas por 10 minutos, enseguida
se colocé el tubo de la suspension celular en un magneto durante 5 minutos, se colectaron las
células no adheridas a la pared del tubo, se centrifugaron y posteriormente se contaron para
llevar a cabo los ensayos correspondientes.

Identificacidn de linfocitos T CD8+ especificos al péptido YMDLQPETT.

La poblacién de linfocitos T CD8+ especificos hacia el péptido YMLDLQPETT derivado de la
proteina E7 de HPV-16, fue verificada mediante el uso de moléculas pentaméricas constituidas
por 5 moléculas HLA-A2 unidas al péptido YMLDLQPETT (Prolmmune Ltd, UK). Brevemente,
1x10° linfocitos T fueron incubados con las moléculas pentaméricas marcadas con PE durante
10 minutos a temperatura de cuarto (22°C) protegidas de la luz. Después de lavar las células
con PBS/SFB 2%, se incubaron con 1 ul de anti-CD8/APC (R&D, Systems, USA) durante 20
minutos a 4°C y después de 2 lavados se evalud su expresion mediante citometria de flujo.

Células T2 cargadas con péptido

Como célula blanco presentadora de antigeno, se utilizé la linea T2, la cual expresa moléculas
vacias HLA-A*0201 en membrana celular. Dichas moléculas fueron cargadas con el péptido
antigénico YMDLQPETT. Brevemente, por cada millon de células T2, se adicion6 una
concentracion de 20 yg/ml del péptidos en un volumen de 100 pl de RPMI-1640 suplementado
con 2mM de glutamina, 100U/ml de penicilina y 100pg/ml de estreptomicina, 0.1 mM de
aminoacidos no esenciales, 1mM de piruvato de sodio, 20 MM de Hepes, 5 M de 2-
mercaptoetanol (Invitrogen, USA) y 15% de SAH, se incubd durante dos horas a 37°C bajo
estas condiciones, previo a la realizacion de los ensayos de citotoxicidad.
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Ensayo de citotoxicidad por marcaje con CFSE/7AAD.

Células T CD8+ se cultivaron en medio IMDM +10% SAH en placas de 6 pozos (Corning costar,
USA). Posteriormente los linfocitos T citotoxicos, fueron colectados y utilizados como células
efectoras y su actividad citotoxica fue evaluada contra células blanco consistentes de células T2
(HLA-A*0201+) pulsadas con péptido. La citotoxicidad fue evaluada en cocultivos de células
efectoras: células blanco en las proporciones de 20:1 en una placa de 96 pozos con 200ul de
medio IMDM + 10% de SAH. Para evaluar el efecto de adenosina generada por las células
HelLa cultivadas con ADP, AMP, ADP+P y AMP+A, se adicionaron dichos sobrenadantes en
dilucion 1:25. Para determinar el nimero de células blanco muertas en el ensayo de
citotoxicidad, las células blanco fueron marcadas con 2 uM de CFSE durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se procedié a lavar las células con PBS para eliminar el
exceso de CFSE y se procedioé a contarlas para realizar los co-cultivos con linfocitos T CD8+
pre-estimulados, y después de 4 horas de co-cultivo, blanco-efectoras, las células del co-cultivo
se lavaron con PBS, vy se adicionaron 15 ul de 7-Amino-actinomycin D (7AAD). El porcentaje de
células blanco muertas, marcadas como CFSE+, 7AAD+, se determind mediante citometria de
flujo. Se incluyeron como controles del experimento a células T2 permeadas con perdxido de
hidrégeno (lisis total), y células sin permear (lisis basal), la positividad a 7AAD y CFSE fue
analizada en el programa Dako Summit 4.3. y el porcentaje de lisis se calcul6 de acuerdo a la
siguiente férmula:

% de citotoxicidad= 100 x [(lisis experimental (CFSE+, 7AAD+) — lisis basal (CFSE+,
7AAD+) / (lisis total con H202 (CFSE+, 7AAD+) - lisis basal (CFSE+, 7AAD+)].
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RESULTADOS

Células tumorales derivadas de cancer de cuello uterino (CaCu) co-expresan las
ectoenzimas de la via adenosinérgica CD39/CD73.

Recientemente se ha propuesto que uno de los mecanismos de proteccién de tumores ante el
reconocimiento de las células T citotoxicas es la produccion de adenosina extracelular a través
de la via adenosinérgica, por accion de la actividad enzimética de las nucleotidasas CD39 y
CD73 unidas a membrana (Sitkovsky et al 2008; Pellegatti et al 2008). Esta via ha sido
reportada en muchos tipos histolégicos de cancer humano, tales como el cancer de melanoma,
mama, cancer de colon, glioma, leucemia, gastrico, cancer de cabeza y cuello, entre otros. Sin
embargo no hay reportes en la literatura de la via adenosinergica en CaCu, por ello en el
presente trabajo se analizé la expresion de las moléculas CD39/CD73 en la membrana de las
células tumorales Hela (HPV-18+), derivada de CaCu. Mediante analisis de citometria de flujo,
y empleando los anticuerpos monoclonales anti-CD39-FITC y anti-CD73-PE, se pudo detectar
la expresion de ambas ectoenzimas en las células HelLa (histogramas marcados con color rojo).
En este estudio también se utiliz6 a la linea celular Jurkat, de leucemia linfoide aguda (negativa
para CD73), para poder comparar la capacidad de generar adenosina a través de la via
adenosinérgica. Esta linea celular sélo expresé CD39 en la membrana celular (Fig. 13A). La
expresion de CD39 en las células HeLa mostrd un valor de intensidad media de fluorescencia
(IMF) de 38.94, mientras que para CD73 fue de 47.78; mientras que en la linea celular Jurkat,
el valor de CD39 fue de 57.23 y practicamente negativa a CD73, cuyo valor de IMF fue de 6.28,
similar al valor del control de isotipo, el cual fue de 4.14 (Fig. 13B).

Jurkat

No. Eventos

HelLa

CD39/FITC CD73/PE
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Figura 13. Expresion de CD39 y CD73 en las lineas celulares HeLa, de CaCu, y Jurkat, de leucemia linfoide
aguda. La expresion de CD39 y CD73 en las lineas celulares HelLa y Jurkat fue determinada mediante citometria de
flujo empleando los anticuerpos especificos anti-CD39-FITC y anti-CD73-PE. A). Los histogramas en rojo muestran la
expresion de CD39 y CD73, como se indica y los histogramas en linea negra indican la expresion dada por un
anticuerpo Isotipo control para cada caso. B). Se muestran los valores de la Intensidad media de fluorescencia (IMF),
de la determinacion de CD39 y CD73 (en rojo). Para la determinacion se consideraron 10 000 eventos, ensayo
representativo de tres realizados.

Las células tumorales HeLa generan adenosina mediante la actividad funcional de
las ectoenzimas CD39/CD73.

Una via importante para generar adenosina de manera extracelular, es a través de la
fosfohidrélisis secuencial de los nucleétidos ATP y ADP, por medio de la actividad CD39 para
generar AMP, y finalmente la fosfohidrolisis de AMP para generar adenosina mediante la
ectonucleotidasa CD73 (Zhang, 2010; Spychala, 2000). Con la finalidad de analizar la actividad
funcional de CD39 y CD73 en las células tumorales Hela, se cultivaron 10" células tumorales
en presencia de 2.5mg/mL de cada uno de los sustratos ADP y AMP de manera independiente,
en medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con sustituto de suero, y durante 5hrs fue
monitoreada la generacion de adenosina mediante cromatografia en capa fina (TLC). De
manera simultanea, se llevaron a cabo cultivos de las células tumorales en presencia de ADP
y del inhibidor POM-I, selectivo para CD39, (ADP+P) y de AMP, y el inhibidor APCP, selectivo
para CD73, (AMP+A). Como se puede observar en la Fig. 14, desde el inicio del cultivo (0 hrs)
las células tumorales Hela y Jurkat empezaron a generar AMP a partir de ADP. Sin embargo,
solo la linea linea celular HeLa genero6 adenosina a partir de ambos sustratos, ADP y AMP, vy la
mayor produccion de adenosina se observd después de 5 hrs de cultivo. De manera notable, la
linea celular Jurkat, debido a la ausencia de CD73, no fue capaz de generar adenosina a partir
de ambos sustratos, no obstante, solo se pudo apreciar la generacion de AMP a partir de ADP.
Es importante mencionar que la adicion de los inhibidores selectivos POM-1 o APCP, produjo
una marcada disminucion en la fosfohidrélisis de ADP y AMP para la produccién de adenosina
en los cultivos de las células HelLa, y de manera similar POM-1 inhibié la generacién de AMP a
partir de ADP en el cultivo de las células Jurkat. Es importante mencionar que ademas de la
generacion de adenosina en los cultivos de HelLa con ADP y AMP, también se generd un
componente de peso menor similar al de inosina, el cual fue evidenciado por la presencia de
bandas situadas debajo de las de adenosina (Fig 14). Estos resultados nos indican que las
células tumorales HelLa presentan actividad funcional de CD39 y CD73 para generar adenosina
a partir de los nucleétidos ADP y AMP.
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Figura 14. Las células tumorales HeLa generan adenosina mediante la actividad funcional de CD39/CD73. 10’
células tumorales HelLa y Jurkat (control positivo de CD39), fueron incubadas durante 5 hrs en presencia de
2.5mg/mL de ADP o AMP;y en presencia de ADP mas el inhibidor para CD39, polioxotungstato (POM-1), (ADP+P);
asi como de AMP més el inhibidor para CD73, adenosina 5'- aB-metileno difosfato (APCP), (AMP+A). La generacién
de adenosina fue monitoreada mediante cromatografia en capa fina (TLC) a partir de la toma de 1luL de medio
condicionado de cada uno de los cultivos. Los carriles 1-5 muestran el corrimiento de las moléculas utilizadas como
controles, y corresponden a ATP, ADP, AMP, adenosina e inosina, respectivamente. La hidrolisis extracelular de
ADP hacia AMP en los cultivos de células Jurkat y Hela, es mostrada en los carriles 7-10.
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Por otro lado, con la finalidad de cuantificar la adenosina producida por las células tumorales
HeLa durante el tiempo de incubacion en presencia de los sustratos ADP y AMP, se tomaron
muestras de los sobrenadantes y fueron analizados por cromatografia liquida de ultra
resoluciéon (UPLC). Para ello, inicialmente se determiné una curva de calibracion de adenosina,
partiendo de una concentracion de 1 mg/mL y realizando diluciones dobles seriadas 1:100
hasta obtener 10 concentraciones diferentes (Fig. 15A). Los pardmetros de regresion incluyeron
la ordenada al origen de - 2.24, la pendiente de 3.27 y un coeficiente de correlacién r2 de 0.999
para adenosina. El estadndar se analiz6 por triplicado, el porcentaje de RSD (Desviacion
estandar de correlacion) fue de 101.63 indicando una precision satisfactoria en el analisis (Fig.
15B).
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Figura 15. Curva tipo adenosina. A) muestra los picos obtenidos a través del corrimiento de varias concentraciones
(Img/mL- 1pg/mL) de adenosina, teniendo un tiempo de retencion de aproximadamente 2.15 min. B). Representa la
curva de regresion lineal a partir de los valores del area bajo la curva de cada uno de los picos mostrados en A.
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Los datos analiticos obtenidos en la cuantificacion de adenosina se registraron en un tiempo de
retenciéon de 2.15 minutos y la concentracion fue expresada en ng/uL. La generacion del
nucleésido adenosina fue registrado por UPLC a partir de los sobrenadantes de células HeLa
en presencia de ADP y AMP durante las 3-5 hrs de cultivo (Fig. 16). Cuando se adicion6 ADP
como sustrato, el sobrenadante del cultivo de células HelLa present6 una concentracion de
adenosina de 71.28 ng/uL en 3 hrs y de 83.32 ng/uL a las 5 hrs. Mientras que al afiadir AMP,
se detect6 una concentraciéon de 80 ng/pL en 3 hrs y de 129.89 ng/uL en 5 hrs. Cabe mencionar
gue las células HelLa a las cuales no se les adicion6 sustrato, no mostraron niveles detectables
de adenosina en sobrenadantes colectados en estos intervalos de tiempo. De manera
interesante, la actividad funcional de CD39 y CD73, fue inhibida de manera parcial con la
adicion de los inhibidores POM-1 y APCP. POM-1 redujo la produccion de adenosina en los
cultivos de las células HelLa en presencia de ADP, obteniéndose una concentracion de 54.56
ng/ul a las 3 hrs y de 56.55 ng/uL a las 5 hrs de cultivo. Mientras que la adicion de APCP
redujo fuertemente la generacion de adenosina a partir de AMP, produciéndose una
concentracién de adenosina de 39.41 ng/uL a las 3 hrs, y de 58.71 ng/uL a las 5 hrs de cultivo
(Tabla 5). Estos resultados nos dan evidencia importante de la actividad funcional de CD39 y
de CD73 en las células tumorales de CaCu, y actian de manera consecutiva para generar
adenosina como producto final de la fosfohidrdlisis de ADP y AMP respectivamente. Por otro
lado, en el caso de las células Jurkat los valores de deteccion de adenosina fueron nulos, tanto
en presencia o ausencia de ADP o AMP.
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Generacion de adenosina ng/ul

3 hrs 5 hrs
Linea ADP AMP ADP AMP
celular ADP + AMP + ADP + AMP +
POM-1 APCP POM-1 APCP
HeLa 71.28 54.56 80.00 39.41 83.32 56.55 128.90 58.71
Jurkat 0 0 0 0 0 0 0 0

Cuadro 5. Adenosina producida por las células HeLa en presencia de ADP y AMP. 10 células tumorales HelLa
o Jurkat (control negativo de CD73), fueron incubadas durante 5 hrs en presencia de 2.5mg/mL de ADP o AMP; de
ADP+POM-1, o de AMP+APCP a un volumen total de 200uL. La cuantificacion de adenosina fue obtenida mediante
analisis en UPLC (Waters, USA) a una longitud de onda de 260 nm UV y a un tiempo de retencién de 2.15 min, es
expresada en ng/ul de sobrenadante.

Células de CaCu inhiben la proliferacion de linfocitos T mediante la generacion de
adenosina.

Es conocido que la adenosina al interactuar con receptores especificos de alta afinidad en
linfocitos T inhibe su proliferacion (Takayama y Sitkovsky 1988). Con la finalidad de analizar el
efecto de adenosina sobre la proliferacién de linfocitos T, células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) de donadores normales fueron estimuladas in vitro con anticuerpos anti-
CD2/CD3/CD28 acoplados a esferas, e incubados con adenosina pura a diferentes
concentraciones (10 uM a 5 mM) durante 72 hrs. La proliferacion se determind por el método
colorimétrico MTS y por marcaje con carboxifluoresceina succinimidil ester (CFSE). Mediante el
método colorimétrico, se pudo detectar que a 100uM, la adenosina inhibe en mas de 30% la
proliferacién de los linfocitos T; observandose un efecto inhibitorio en mas del 50% en las
concentraciones de 1y 5 mM (Fig. complementaria 1). Resultados similares fueron obtenidos
mediante el marcaje de las CMSP con CFSE, en este caso se observo una inhibicion de
aproximadamente 18% a una concentracion de 100uM de adenosina y mayor a 50% a
concentaciones mayores a 1mM de adenosina (Fig. 17).
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Figura 17. Efecto inhibitorio de la adenosina pura sobre la proliferacién de linfocitos T. 2.5 x10° CMSP de
donadores normales fueron cultivados en presencia de diferentes concentraciones de adenosina pura (10-5000 uM) y
en presencia de perlas anti-CD2/CD3/CD28 ( 2:1). Las CMSP fueron previamente marcadas con 2 uM de CFSE y
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Para determinar si la adenosina generada por las células de CaCu, a través de la actividad
funcional de CD39 y CD73, inhibe la proliferacion de linfocitos T, medios condicionados de
células HelLa tratadas con AMP, ADP, ADP+P y AMP+A, fueron afadidos a los cultivos de
CMSP estimuladas con los anticuerpos anti-CD2/CD3/CD28. Al evaluar la proliferacion de
linfocitos T por el método de marcaje con CFSE, la adicién de los medios condicionados (1:25)
de las células HelLa tratadas con ADP y AMP inhibieron la proliferacion en 60% y 74%
respectivamente, al compararlas con linfocitos T estimulados solo con los anticuerpos anti
CD2/CD3/CD28 (control positivo). Mientras que la adicion de ADP+P y AMP+A, la inhibicion de
la proliferacién de linfocitos T fue menor, obteniéndose una inhibicion de 47.36 y 47.15%
respectivamente (Fig. 18B). Valores similares también fueron observados mediante el método
de MTS (Figura complementaria 2A). En el caso de los sobrenadantes obtenidos de las
células Jurkat cultivadas bajo las mismas condiciones que la linea celular HeLa, no se detect6
una disminucion considerable en la proliferacion de linfocitos T al adicionar cada uno de los
sobrenadantes (Fig. 18A).

Por otro lado, tomando en consideracién, que la adenosina media la supresion inmune de las
células T a través de la interaccion con receptores para adenosina (ARS) (Sattler et al 2011), y
que dicha unién puede ser bloqueada por cafeina, un antagonista de estos receptores, CMSP
fueron cultivados en presencia de medios condicionados de cultivos de HelLa (ADP, AMP,
ADP+P y AMP+A) en presencia de cafeina a una concentracion de 300 pM, suficiente para
bloquear todos los AR’S (Gongora-Alfaro et al 2005). Al evaluar la proliferacion de linfocitos T
por la técnica de marcaje con CFSE, se observdé que la adicion de cafeina restablecid la
proliferaciébn en un 13% y 25%, cuando se adicionaron los medios condicionados de células
Hela cultivadas con ADP y AMP respectivamente; y 22 y 25% con ADP+P y AMP+A
respectivamente (Fig. 18A). Por otra parte, cabe mencionar que la adicién de adenosina pura
(1 mM) inhibié en un 75% la proliferacion de linfocitos T, y la adicién simultanea de cafeina
parcialmente restablecio la proliferacion, ya que se encontré una inhibicién de 67%, mientras
que cafeina (300 yM), o inosina puras (1 mM) no tuvieron efecto significativo sobre la
inhibicién de la proliferacién de los linfocitos T (Fig. 18B). Cabe mencionar que el mismo
comportamiento en la inhibicién de la proliferacién de linfocitos T se obtuvo mediante el método
de MTS (Figura complementaria 2C).
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Figura 18. Células tumorales HeLa de CaCu inhiben la proliferacion de células T mediante la generacion de
adenosina a partir de ADP y AMP. 2.5 x10° CMNSP de donadores normales previamente marcadas con 2 pyM de
CFSE, fueron cultivados en presencia de anticuerpos anti-CD2/CD3/CD28 unidos a perlas en proporcion 2:1
perlas:CMSP, y de medios condicionados de las células Jurkat o de HelLa (A), previamente cultivadas con ADP,
AMP, ADP+P y AMP+A. Después de 72 hrs de cultivo, se determind la proliferacién de los linfocitos T por la
disminucion en el marcaje de CFSE en las células en divisién. En algunos cultivos se adicion6 cafeina (300uM), un
antagonista de los receptores de adenosina. CMSP estimuladas con los anticuerpos, también fueron cultivadas en
presencia de adenosina pura (1mM ), inosina (1 mM) y cafeina (300 uM) (B). Se muestran los porcentajes de células
proliferantes, bajo las condiciones antes mencionadas, de un ensayo representativo de tres ensayos hechos de
manera independiente.
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Células tumorales de CaCu disminuyen la activacion de linfocitos T mediante la
generacion de adenosina a partir de ADP y AMP.

Se ha reportado que la interaccion de adenosina con los receptores A2AR y A2BR en los
linfocitos T citotoxicos CD8+, da por resultado el incremento de AMPc y en consecuencia la
inhibicion de su activacion (Takayama and Sitkovsky, 1988; Sugiyama et al 1992; Koshiba et al
1999; Torgersen et al 2002), incluyendo la proliferacién y secrecién de citocinas antitumorales
importantes como el IFN-y (Koshiba et al 1997; Sun et al 2000; Torgersen et al 2002).

Con la finalidad de analizar el efecto de los medios condicionados de las células tumorales
Hela, cultivadas durante 5 hrs en presencia de ADP, AMP, ADP+P y AMP+A, sobre la
activacion temprana de los linfocitos T, a través del analisis de la expresion de la molécula
CD69 y la sintesis de IFN-y (Sancho et al 2005; Schreiber et al 1992), se cultivaron CMNSP
con anticuerpos CD2/CD3/CD28 en presencia de los diferentes medios condicionados a una
dilucién 1:25. EI porcentaje de células CD8+CD69+ y CD8+IFN-y+ fue evaluado mediante
citometria de flujo a las 48 horas de cultivo (Figs. 19y 20).

El porcentaje de linfocitos T CD8+CD69+, después de estimular las CMSP con las perlas
anti-CD2/CD3/CD28 fue de 36.3%, el cual fue tomado como el control positivo de activacion;
mientras que la estimulacién de CMSP en presencia de adenosina pura (1 mM ) redujo a un
28.71% la cantidad de linfocitos T CD8+CD69+. Por su parte, la adicion simultanea de
adenosina y cafeina (300 uM), antagonista de los receptores para adenosina, produjo una
menor disminuciéon en el niamero de linfocitos T CD8+CD69+, respecto a adenosina pura,
obteniéndose un 32.72% de linfocitos TCD8+CD69+. Cabe mencionar que la adicién de AMP,
Inosina y cafeina no produjeron una reduccién considerable en la poblacion de linfocitos T
CD8+CD69+ (Fig. 19A).

Por otra parte, al cultivar las CMSP en presencia de los sobrenadantes de las células Hela
cultivadas con ADP y AMP, las poblaciones de linfocitos CD8+CD69+ disminuyeron de manera
importante, a aproximadamente 27.5%. Asimismo, la adicién de los sobrenadantes de HelLa
conteniendo ADP+P y AMP+A también produjeron disminucién en la poblacién de linfocitos T
CD8+CD69+ de manera relevante, encontrandose un 28.1 y 28.45% respectivamente. Por otro
lado, cuando se emplearon los mismos sobrenadantes, en presencia de cafeina 300 yM, se
obtuvo una recuperacion parcial de linfocitos T CD8+CD69+, respecto al control positivo, en
todos los casos. Los porcentajes de CD8+CD69+ fueron de 29.5 para ADP, 27.81 para AMP,
de 30.68 para ADP+P, y de 30.91% para AMP+A (Fig. 19 B). Por otro lado, los
sobrenadantes de Jurkat en presencia de ADP y ADP+P, AMP y AMP+A produjeron una ligera
reduccion, aunque no significativa, en la poblacion de linfocitos CD8+CD69+, respecto al control
positivo, obteniéndose valores de 31.77%, 31.38%, 33.59% y 33.44% respectivamente (Fig.
19B).

Después de estimular las CMSP con las perlas anti-CD2/CD3/CD28, se encontré que un
1.77% de las células TCD8+ mostraron positividad para IFN-y, el cual fue tomado como el
control positivo de activacion; mientras que la estimulacion de CMSP en presencia de
adenosina pura (1 mM ) redujo de manera significativa, a un 0.66%, la poblacién de linfocitos
TCD8+ IFN-y+. Por su parte, la adicion simultanea de adenosina y cafeina (300 uM), produjo
una menor disminucién en el nimero de linfocitos T CD8+IFN-y+, respecto a adenosina pura,
obteniéndose 1.01%. Por otro lado, la adicion de AMP, inosina y cafeina produjeron una
moderada disminucion en la poblacion de linfocitos T CD8+IFN-y+, obteniéndose los siguientes
porcentajes: 1.24%, 1.93 % y 1.15% respectivamente (Fig. 20A).
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Por otra parte, al cultivar las CMSP en presencia de los sobrenadantes de las células HelLa
cultivadas con ADP y AMP, las poblaciones de linfocitos CD8+IFN-y+ disminuyeron fuertemente
a un 0.37% y 0.33% respectivamente. Asimismo, la adicién de los sobrenadantes de HelLa
conteniendo ADP+P y AMP+A también produjeron disminucién considerable en la poblacion de
linfocitos T CD8+IFN-y+, 0.35% y 0.5% respectivamente. Por otro lado, cuando se emplearon
los mismos sobrenadantes, en presencia de cafeina 30uM, se obtuvo una recuperacion parcial
de linfocitos T CD8+IFN-y+, respecto al control positivo, en todos los casos. Los porcentajes de
CD8+IFN-y+ fueron de 0.70% para ADP, 0.69% para AMP, 0.71% para ADP+P, y de 0.84%
para AMP+A. Por otro lado, los sobrenadantes de Jurkat en presencia de ADP y ADP+P, AMP
y AMP+A también produjeron una considerable reduccion, en la poblacion de linfocitos T
CD8+IFN-y+, respecto al control positivo, obteniéndose valores de 0.86%, 0.85%, 1.2% y 1.03%
respectivamente (Fig. 20B).
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Figura 19. Células tumorales HeLa de CaCu inhiben la activacion de células T mediante la generacion de
adenosina a partir de ADP y AMP. 2.5 x10° CMNSP de donadores normales fueron cultivados durante 48 hrs en
presencia de anticuerpos anti-CD2/CD3/CD28 unidos a perlas en proporcion 2:1 perlas: CMSP (control positivo). El
efecto de adenosina pura (1 mM ), inosina (1 mM) y cafeina (300 uM) (A); asi como de sobrenadantes de las
células Jurkat o Hela previamente cultivadas durante 5 hrs con ADP, AMP, ADP+P y AMP+A a una concentracion
de 2.5mg/mL (B), fue analizado sobre la activacion temprana de los linfocitos T CD8+, a través de la expresion del
marcador CD69+. En algunos cultivos se adiciono cafeina (300 uM), un antagonista de los receptores de adenosina.
Se muestra un ensayo representativo de tres ensayos hechos de manera independiente.

49



of3
o o 108 10" 102 10 10
$|E rol CD2/CD3/CD28
8 [e] 104 T5—== 5
o1° ; - 1.93
107 ‘163 100 10 10 10t 100 105 105 10t o 10'2 16'3. 104
AMP Adenosina Inosina Adenosina+Cafeina
IFN-Y/FITC
B
-
®
==
[
=
=
(6] Sin
m -
< Cafeina
)
(a]
(&)
©
|
[+}]
5 B
Cafeina
0 e 100 108 105 10t

10¢ 102 108

10

AMP

ADP+P AMP+A

a
L

IFN-Y/FITC

Figura 20. Células tumorales HeLa de CaCu inhiben la generacidon de IFN-Y en células T CD8+, mediante la
generacion de adenosina a partir de AMP y ADP. 2.5 x10° CMNSP de donadores normales fueron cultivados
durante 48 hrs en presencia de anticuerpos anti-CD2/CD3/CD28 unidos a perlas en proporcion 2:1 perlas: CMSP
(control positivo). El efecto de adenosina pura (1 mM ), inosina (1 mM ) y cafeina (300 uM) (A); asi como de
sobrenadantes de las células Jurkat o HeLa previamente cultivadas durante 5 hrs con ADP, AMP, ADP+P y AMP+A
a una concentraciéon de 2.5mg/mL (B), fue analizado sobre la activacion temprana de los linfocitos T CD8+, a través
de la determinacion de IFN-y en células T CD8+. En algunos cultivos se adicion6 cafeina (300uM), un antagonista de
los receptores de adenosina. Se muestra un ensayo representativo de tres ensayos hechos de manera
independiente.
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La adenosina generada por células tumorales de CaCu no afecta la funcion
citotoxica de linfocitos T citotdxicos especificos.

La adenosina potentemente inhibe la expresion de moléculas efectoras citotdxicas tales como
perforinas y Fas ligando (Hoskin et al, 2002; Koshiba et al 1997), adhesion de linfocito T
citotoxicos (CTL) a células tumorales (MacKenzie et al 1994,2002) y exocitosis de granulos por
CTL (Koshiba et al 1997). Por lo tanto, con la finalidad de analizar si la adenosina generada por
las células tumorales de CaCu bajo las diferentes condiciones de cultivo, afectan la actividad
efectora de CTLs, linfocitos T activados con células dendriticas y con el péptido antigénico
YMDLQPETT (secuencia 11-20) de la proteina E7 del virus de papiloma humano 16 (HPV-16),
fueron retados contra células blanco T2 cargadas con el péptido YMDLQPETT, en presencia y
ausencia de los sobrenadantes de células HelLa cultivadas previamente con ADP, AMP, ADP+P
y AMP+A a dilucion 1:25. El efecto citotoxico de los linfocitos generados bajo estas condiciones
fue evaluado sobre células blanco, T2 (HLA-A*0201+) cargadas con el péptido YMDLQPETT
marcadas con CFSE y posteriormente con el colorante vital 7AAD.

Para generar los CTLs especificos al péptido YMDLQPETT, inicialmente se selecciond a un
donador normal positivo al alelo HLA-A2, mediante el uso del anticuerpo monoclonal anti-HLA-
A2 (ATCC, USA) marcado con FITC. En la Figura 21 se observa la positividad de las CMNSP
al alelo indicado, mostrando un valor de 69.22 de IMF para la tincion con el anticuerpo anti-
HLA-A2, tomando como referencia las células tefiidas con anticuerpo secundario marcado solo
con FITC.

6.79/69.22
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No. Eventos
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HLA-A2/A28/FITC

Figura 21. Expresion de moléculas HLA-A2 en CMSP de un donador normal. Los histogramas muestran la
Intensidad media de fluorescencia (IMF) en las CMNSP, empleando el anticuerpo 2° FITC como control (histograma
en linea negra y un anticuerpo anti-HLA-A2 (histograma en color azul).
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Por otro lado, después de estimular linfocitos T CD8+ con células dendriticas activadas in vitro
en presencia del péptido antigénico YMDLQPETT, se encontré una poblacion de 0.21% de
células TCD8+ especificas al péptido YMDLQPETT, empleando al pentamero HLA-A2/
YMDLQPETT (Fig. 22).
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Figura 22. Generacion in vitro de linfocitos TCD8+ especificos al péptido YMDLQPETT. Linfocitos T CD8+ de
un donador normal positivo al alelo HLA-A2 fueron estimulados in vitro con células dendriticas activadas y cargadas
con el péptido YMDLQPETT (secuencia 11-20) derivado de la proteina E7 de HPV-16 (ver materiales y métodos).
Mediante el uso de pentdmeros HLA-A2/YMDLQPETT marcados con ficoeritrina (PE), se determiné el porcentaje de
linfocitos T CD8+, empleando de manera simultanea un anticuerpo monoclonal anti-CD8-APC. Ejemplo
representativo de 3 experimentos.

Para los ensayos de citotoxicidad, células T2 fueron pulsadas con el péptido YMDLQPETT y
utilizadas como células blanco. Las células T CD8+ estimuladas bajo las condiciones antes
mencionadas fueron retadas en proporcién 20:1, efectoras: blanco, y la actividad citotéxica de
los linfocitos T CD8+ fue determinada mediante el empleo del colorante vital 7AAD a través de
citometria de flujo. Los resultados muestran que la actividad citotdxica de los linfocitos T CD8+
activados con el péptido YMDLQPETT, y cultivados con los sobrenadantes de las células
tumorales Hela cultivadas bajo las diferentes condiciones (ADP, ADP+P, AMP y AMP+A),
mostraron una similar actividad citotdxica, alrededor del 16% (Fig. 23C), sugiriendo que la
capacidad citotéxica de los CTLs no fue afectada durante el co-cultivo con las células blanco
durante el ensayo de citotoxicidad, aun en presencia de adenosina contenida en los
sobrenadantes de las células tumorales Hela cultivada bajo las diferentes condiciones.
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Figura 23. Adenosina generada por células tumorales de CaCu no afecta la funcién efectora de CTLs.
(2.5%10°) CTLs, obtenidos después de la estimulacion de dos rondas con células dendriticas cargadas con el péptido
antigénico YMDLQPETT, fueron cultivadas con medios condicionados (dilucion 1:25) de células tumorales Hela
previamente cultivadas durante 5 hrs con AMP y AMP+A a una concentracion de 2.5mg/mL; y retadas contra células
T2 (25 000) pulsadas con el mismo péptido y marcadas previamente con CFSE en proporcién 20:1
(efectoras:blanco). Después de 4 horas de co-cultivo, las células de cada pozo fueron tefiidas con el colorante vital
7AAD. La poblacién de células blanco fue identificada con base a su tamafo (forward scatter (FSC)) y granularidad
(sideward scatter (SSC)) (A). Asimismo, la lisis total o espontanea fue analizada en las células blanco tratadas o no
con peroxido de hidrégeno, e identificadas mediante citometria de flujo a través del marcaje con CFSE y 7AAD (B).
Porcentaje de células blanco muertas, mediado por los CTLs, en presencia 0 ausencia de los sobrenadantes de
Hela (C), después de 72 hrs. Se muestran los Dot plots representativos de la actividad efectora de CD8+ especificos
sobre las células T2 sin péptido (T2 (-)) o cargadas con el péptido YMDLQPETT (T2+Pep).
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DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Es aceptado que el sistema inmune es fundamental para suprimir el inicio y la progresién de
tumores establecidos, esencialmente por los linfocitos T citotoxicos (CTL), células efectoras
importantes de la inmunidad antitumoral (Beavis et al 2012). Sin embargo, los tumores utilizan
diferentes mecanismos para facilitar el escape inmune y prevenir su eliminacién, incluyendo: a)
la produccién de citocinas anti-inflamatorias como el factor de crecimiento transformante B
(TGF-B), interleuina 10 (IL-10), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), y la proteina
guimioatrayente de monocitos (MCP-1 o CCL22) entre otras; b) el reclutamiento de células
inmunosupresoras como las células T reguladoras (Tregs), células supresoras derivadas del
linaje mieloide (MDSC), células NKT entre otras; c) co-inhibicién de células T efectoras a través
de la expresiéon de CTLA-4 y PD-L1; d) la produccién de metabolitos inmunosupresores como
arginasa y 6xido nitrico sintasa, idoleamina 2-3 oxigenasa (IDO), cicloxigenasa 2 (COX-2) y
prostanglandina E2 (PGE2), y la adenosina producida por la fosfohidrolisis de los nucleétidos
ATP, ADP y AMP llevada a cabo por las ectonucleotidasas extracelulares CD39 y CD73
(Stewart and Smyth, 2011).

La expresion de CD39 y/o CD73, ha sido reportada en varios tipos de céncer, incluyendo:
cancer de vejiga (Stella et al 2009), leucemia (Mikhailov et al 2008), glioma (Bavaresco et al
2008), glioblastoma (Ludwing et al 1999), melanoma (Sadej et al 2006), cancer de ovario (Cho
et al 2006), tiroides (Kondo et al 2006), esé6fago (Fukuda et al 2004), préstata (Hastie et al 2005)
y mama (Spychala et al, 2004; Wang et al, 2008). Asimismo, se ha demostrado que la expresién
de CD39 actua sobre la angiogénesis tumoral y el incremento de su expresion esta asociado
con la diferenciacién de melanocitos a células malignas en melanoma; mientras que CD73 ha
sido asociada fuertemente con un fenotipo prometastéasico en melanoma y cancer de mama y
recientemente se ha reportado que la terapia con anti-CD73 inhibe el crecimiento tumoral y la
metastasis en cancer de mama, sugiriendo entonces que la expresion de estas moléculas en
tumores tiene un papel relevante en la progresion e invasion tumoral (Stagg et al 2010; Jin et al
2010). En el caso particular de CaCu, aun no se tienen reportes sobre la expresion y actividad
funcional de las ectoenzimas CD39/CD73, por lo que el objetivo del presente trabajo fue el de
analizar la expresion y actividad funcional de estas ectoenzimas para generar adenosina,
ademas de analizar su efecto sobre la actividad funcional de linfocitos T citotoxicos.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el modelo experimental que se establecio in vitro,
empleando a la células tumorales HeLa de CaCu, se encontré que: 1) las células HelLa (HPV-
18+), coexpresan las nucleotidasas CD39/CD73; 2) estas células tumorales tienen la capacidad
de generar adenosina a través de la actividad funcional, de manera secuencial, de las
ectonucleotidasas CD39/CD73, la cual fue determinada mediante cromatografia de capa fina
(TLC), y cuantificada por cromatografia liquida de ultra resolucién (UPLC); 3) la actividad
funcional de CD39 y CD73 en las células de CaCu, fue inhibida de manera importante por los
inhibidores especificos: polioxometalato (POM-1) y adenosina 5’- ap-metileno difosfato (APCP),
respectivamente; 4) la adenosina generada por las células tumorales cultivadas en presencia de
ADP y AMP, tuvo un efecto importante sobre la inhibiciébn de la proliferacion y activacion de
linfocitos T estimulados con anti-CD2/CD3/CD28, pero no sobre la actividad citotoxica de
linfocitos T citotoxicos.

La via adenosinérgica, constituida escencialmente por la expresion de las ectoenzimas
CD39/CD73, es un mecanismo de inmunosupresién que ha sido recientemente caracterizado y
estudiado, tanto en células reguladoras de la respuesta inmune como por células tumorales.
Por ejemplo, diferentes grupos de investigacion han reportado la coexpresion de CD39/CD73,
en células T reguladoras de raton y humano, y han demostrado su capacidad para generar
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adenosina con la finalidad de suprimir la actividad de células dendriticas, linfocitos T, B y células
NK en la respuesta inmune (Deaglio et al 2007; Mandapathil et al 2010; Mandapathil et al 2010;
Regateiro et al 2011). Por otro lado, se ha demostrado que esta via de inmunosupresion, es
dominante en el microambiente tumoral, ya que bajo condiciones de hipoxia, se induce la
expresion de las ectoenzimas CD39 y CD73, y en consecuencia se produce la fosfohidrdlisis de
ATP/ADP y AMP para generar adenosina en grandes cantidades (Sitovsky et al 2008). Por tal
razon, la participacion de esta via en diversos tipos tumorales ha recibido mucha atencién en
los ultimos afos. Por ejemplo, en las lineas celulares U-87 MG, T98G y U-251 de glioma, se
encontré una alta expresion de CD73, mientras que la de CD39 fue baja o incluso apenas
detectable (Xu et al 2013). Por otro lado, el grupo de Hausler et al 2011, recientemente detectd
la expresion de CD73 en 14/15 y CD39 en 12/15 cultivos primarios de carcinoma de ovario, y
una fuerte co-expresibn de ambas ectoenzimas en 11/15 muestras derivadas de ascitis.
Asimismo en las lineas celulares de cancer de ovario SK-OV-3 y OAW-42 también se encontrd
una alta co-expresion de ambas ectoenzimas (Hausler et al 2014). Por otro lado, en un trabajo
realizado por Clayton y colaboradores en el 2011, se mostr6 que las lineas celulares de cancer
de vejiga HT1376, colorectal CACO2 y de mama MCF-7, exhiben una potente actividad
fosfohidrolitica de ATP y AMP, atribuido en gran parte a la expresion de CD39 y CD73 en
vesiculas de tamafio nanométrico denominadas exosomas.

En nuestro trabajo encontramos que en células tumorales de CaCu, la expresién de CD39 y
CD73 se asocié con la capacidad de generar adenosina, cuando estas células fueron
cultivadas en presencia de ADP y AMP, como sustratos especificos de ambas enzimas
respectivamente. De hecho, la generacion de los diferentes subproductos (AMP, Adenosina e
Inosina) fueron identificados a través de cromatografia en capa fina (TLC), como compuestos
gue migraron de manera separada al ser comparados con sus respectivos compuestos puros.
Es conveniente mencionar que la generacién de adenosina, no es un evento llevado a cabo
Unicamente por la accion catalitica de CD39 y CD73, ya que a través de la actividd de otras
ectonucleotidasas, que incluyen a los miembros de las ectonucleésido trifosfato
difosfohidrolasas (E-NTPDasas, ecto-ATPasas, ectoapyrasas, EC 3.6.1.5), ectonucleétido
pirofosfatasa fosfodiesterasas (E-NPP, EC 3.1.4.1), ectoalcalina fosfatasas (ALP, EC 3.1.3.1),
pueden hidrolizar de manera eficiente a los nucledtidos ATP, ADP y AMP para generar
adenosina (Scussel et al 2012). Sin embargo, la disminuciéon importante de adenosina,
observada después de la adiciébn de los inhibidores selectivos y especificos para CD39
(polioxometalato (POM-1)), y para CD73 (adenosina 5- af-metileno difosfato (APCP)) en los
cultivos de las células Hela, y células Jurkat (utilizadas como control negativo de la expresion
de CD73), nos permite sugerir que la generacion de adenosina es debida en gran parte, a la
actividad funcional de estas enzimas. Similares resultados fueron reportados por Spychala y
colaboradores (2004), para corroborar el papel funcional de CD73 en lineas celulares de cancer
de mama humano MDA-MB-231 y BT-549; asi como en células de glioma (Xu et al 2013;
Hausler et al 2014). Por otra parte, resultard interesante saber si la expresion de otras
ectonucleotidasas, como las mencionadas previamente, contribuyen de manera paralela a la
generacion de adenosina en las céluas tumorales HelLa. Por otra parte, al analizar, mediante
TLC, los sobrenadantes de las células HelLa cultivadas en presencia de ADP y AMP, se pudo
detectar la presencia de inosina, particularmente después de tres horas de cultivo, lo cual
sugiere que las células tumorales también co-expresan a la enzima Adenosina Deaminasa
(ADA), una enzima implicada en la regulacién de adenosina, que se encarga de desaminar
adenosina y convertirla a inosina, la cual sigue otra via metabdlica intracelular para la sintesis
de nucledtidos (Van Linden y Eltzschig, 2007).También se ha sugerido que la presencia de ADA
en células inmunosupresoras, como T reguladoras, es importante para evitar que la interaccion
de altas concentraciones de adenosina con receptores de alta afinidad para adenosina, como
son Al y A2A, lleve a estas células hacia un estado de inhibicion (Liu et al 2013; Liu et al 2012;
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Saldanha-Araujo et al 2011). De hecho, esta via, también ha sido reportada en células
tumorales para controlar los niveles de adenosina y evitar que ésta repercuta en su proliferacion
y capacidad de migracion (Vanoni et al 2004). En consecuencia seria importante investigar si la
expresion de ADA se encuentra incrementada en las células de CaCu como respuesta a los
altos niveles de adenosina que éstas mismas producen.

La adenosina ejerce potentes efectos inmunosupresores sobre células TCD4+ y CD8+,
incluyendo su proliferacion y activacion. Los linfocitos T de raton y humano expresan los
receptores A2A, A2B y A3 y su expresion es sobreregulada después de la estimulacion con
mitdgenos o través del receptor de linfocitos T (TCR) (Lukashev et al 2003; Mirabet et al 1999;
Gessi et al 2003). Se ha sugerido que el receptor A2A actia como un sensor para los niveles de
adenosina extracelular (Sitovsky and Otha, 2005) y en linfocitos T su sefializacion por
adenosina induce la elevacion de AMPc citoplasmatico, involucrado en la cascada de
sefializacién que conduce a la inhibicion y activacion de las células T (Sitkovsky et al 2004,
Ohta and Sitkovsky, 2001; Gessi et al 2007; Fredholm et al 2003). En un estudio en donde se
aislaron linfocitos T de bazo de ratones C57BL/6 y fueron estimulados con anticuerpos anti-
CD3, anti-CD28 e IL-2, la adicion de adenosina inhibi6 a manera de dosis respuesta la
proliferacion de células T a muy bajas concentraciones (a partir de 0.1 uM), tanto en
poblaciones CD8+, CD4 (Thl) y CD4 (Th2) (Kobie et al 2006; Hoskin et al 2008). Por otro lado,
Deaglio y colaboradores en el 2007, mostraron que la proliferacién de CD4+ estimuladas por
células alogénicas en cultivo, fue sustancialmente inhibida en una manera dosis dependiente
con la presencia de un agonista especifico de A2A (ATL146e). De manera similar, en el
presente estudio encontramos que la adenosina pura, en bajas concentraciones suprime
directamente la proliferacion de células T de donadores normales inducida por anticuerpos
CD2/CD3/CD28 de manera dependiente de la dosis, observandose un mayor efecto inhibitorio
en las concentraciones de 1 y 5 mM. Por otro lado encontramos que cuando se utilizaron
diluciones 1:50 y 1:25 de los sobrenadantes de la linea celular HeLa cultivada con ADP o AMP
respectivamente, fueron capaces de suprimir la proliferacion de linfocitos T inducida por perlas
estimuladoras conteniendo anticuerpos anti-CD2/CD3/CD28. No obstante, en aquellos cultivos
de HelLa en donde se afadieron los inhibidores especificos para CD39 (POM-1) y para CD73
(APCP), la cantidad de adenosina generada fue sustancialmente menor, lo cual resulté en un
efecto menor sobre la inhibicién de la proliferacion y activacion de linfocitos T. Esto resulté muy
evidente en el caso de los sobrenadantes obtenidos de las células Jurkat, en donde no se
observo una disminucién consistente sobre la proliferacion y activacion de los linfocitos T, muy
probablemente debida a la carencia en la expresion de CD73 en la membrana de estas células,
como principal fuente de generacion de adenosina.

Por otra parte, la inhibicién en la proliferacién y activacion de linfocitos T, debida en gran parte
por la adenosina contenida en los sobrenadantes de las células HelLa cultivadas en presencia
de AMP y ADP, fue inhibida parcialmente por cafeina, un analogo de adenosina y bloqueador
inespecifico de AR’S (Gdéngora-Alfaro et al 2005), como fue mostrado en los ensayos de
marcaje de las células T durante la determinacién de la proliferacion celular. No obstante, el no
haber encontrado una mayor disminucion en la inhibicién de la proliferacién de linfocitos al
adicionar cafeina, probablemente se deba a la presencia de otros factores solubles secretados
por las células tumorales en el cultivo, tal como la IL-10, ya que se ha reportado que la
adenosina tiene un efecto supresor adicional al inducir la liberacion de esta citocina en células
de microglia a través del receptor A2B, induciendo la sintesis de cantidades importantes de IL-
10 (Koscso et al 2012). Ademas nuestro grupo de trabajo, ha observado que células de CaCu al
ser cultivadas con AMP incrementan la produccion basal de IL-10 y ésta es disminuida cuando
se agrega cafeina al cultivo (Avila Ibarra, 2011).
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Resultados similares a los nuestros fueron obtenidos por el grupo de Jin y colaboradores en el
2010, quienes mostraron que sobrenadantes de la linea celular de cancer de ovario de raton,
ID8 con actividad y expresion de CD73, previamente tratadas con AMP suprimieron la
proliferacion de linfocitos T CD4+ y CD8+ inducida por anti-CD3, asimismo la presencia del
antagonista SCH58261 (especifico para A2A) significativamente inhibié la supresion de la
proliferacién de células T inducida por adenosina; a diferencia de nuestro trabajo, encontraron
que el AMP no inhibe la proliferacion de linfocitos T en presencia de APCP indicando que el
AMP por si solo no tiene actividad inmunosupresora. En nuestro estudio, el hecho de haber
encontrado inhibicion en la proliferacion de linfocitos al emplear sobrenadantes de los cultivos
de las células tumorales con AMP, ADP y en presencia de POM-1 y APCP, es debido
posiblemente a la presencia de otros componentes inmunosupresores contenidos en dichos
medios condicionados, ya que al incluir AMP sintético al cultivo no afectd su proliferacion.

En otros trabajos se demostré que puede existir un evento de inmunosupresion conjunta, dada
por células inmunoreguladoras, tal como las céluas T CD4+ CD39+, y por células tumorales U-
87MG de glioma positivas para CD73; en donde se demostrd que la adicién de los inhibidores
especificos ARL67156 para CD39 y APCP para CD73, disminuyeron esta supresion sinérgica
(Xu et al 2013). Asimismo, el uso de anticuerpos Al (anti-CD39) o 7G2 (anti-CD73), fueron
capaces de bloquear especificamente la funcién de CD39 y CD73 y en consecuencia la funcién
inmunosupresora (Hausler et al 2014). Otra manera de abatir el efecto inhibitorio de adenosina
ha sido a través del uso de antagonistas que funcionan como bloqueadores especificos de los
receptores de adenosina. En este sentido, Jin et al 2010, reportdé que la inhibicion de la
proliferacién de linfocitos T, fue revertida por la adicion de un antagonista del receptor A2A
denominado SCH58261, indicando por tanto, la participacion de este receptor en la sefializacion
adenosinérgica. Aunado a todos estos reportes, se ha demostrado que la cafeina tiene un
efecto similar al antagonista SCH58261, ya que permite que la actividad efectora de los
linfocitos T citotoxicos no sea inhibida mediante la interaccion de adenosina con los receptores
especificos, favoreciendo la reduccion en la metastasis y previniendo la angiogenia tumoral
(Franco et al 2008). Con base en estos datos, Otha y colaboradores (2006) realizaron una
estrategia de inmunoterapia del cancer para prevenir la inhibicion de los linfocitos T
antitumorales en el entorno del cancer primario y de las metastasis, bloqueando selectivamente
los receptores A2A de los linfocitos T, mediante el uso de antagonistas como la cafeina, un
antagonista de los receptores A2A.

La adenosina extracelular derivada de células tumorales también es capaz de inhibir la
activacion de linfocitos T y sus funciones efectoras, incluyendo la secrecién de citocinas
proinflamatorias (Hoskin et al 2008). Durante la fase de activacién de linfocitos T, como
respuesta al estimulo del TCR, estas células expresan CD69 y la sintesis de algunas proteinas
como el IFN-y. CD69 funciona como un marcador de activacion temprana, mediante el cual se
puede ejercer un efecto co-estimulador en las células T (Sancho et al 2005; Miki-Hosokawa et
al 2009). Lappas y colaboradores en 2005 demostraron que al cultivar células T CD4+ en la
presencia de varios analogos de adenosina, resulta en la inhibicién de la produccion de IFN-
v. Ademas, la produccion de IFN-y, fue revertida con el empleo del antagonista ZM241385 para
A2A; mientras que el tratamiento de los linfocitos T con el agonista ATL146e del receptor A2A,
atenua la expresion de CD69. Por otro lado, Otha y colaboradores en el 2009 reportaron que
agonistas de adenosina no alteran la inhibicién de la proliferacion, pero si la produccion de IFN-
v de manera significativa en linfocitos T estimulados. En tanto que Jin y colaboradores en 2010,

también demostraron que la inhibicion en la produccion de IFN-y por linfocitos TCD8+, dada por
la adicion de medios condicionados de células tumorales de cancer de ovario tratadas con
AMP, es revertida en presencia de APCP y del antagonista SCH58261.
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En nuestro trabajo, detectamos que la adenosina generada por las células Hela, no altera de
manera importante, la expresién del marcador de activaciéon temprana CD69 en T CD8+
después de 48 hrs, pero si la produccion de IFN-y. La adicion de cafeina a los cultivos
incremento considerablemente la generacion de esta citocina, sugiriendo entonces que la

inhibicion en la produccion de IFN-y se debe a la interaccion de adenosina con receptores
especificos dispuestos en los linfocitos T. El hecho de no haber observado un efecto inhibitorio
importante de la adenosina generada por las células de CaCu sobre la expresion de CD69,
probablemente se deba a la via de sefalizacion del linfocito, ya que el proceso de activacion ya
no es reversible (Cosulich et al 1987; Swat et al 1993); mientras que la disminucion de IFN-y se
debe probablemente a la disminucion en la proliferacién célular (Ramasamy et al 2008); ademas
el incremento de AMPc provoca la fosforilacion y activacion de la cinasa Src mediante la

proteina cinasa K inhibiendo la produccion de IFN-y por inhibicion de Lck (Torgensen et al
2002).

Por otra parte también ha sido reportado que la adenosina extracelular afecta la funcién
efectora de linfocitos T citotdxicos, alterando la inmunidad antitumoral de CD8+ especificos al
tumor. Por ello se generaron linfocitos T CD8+ especificos al péptido YMDLQPETT derivado de
la proteina E7 del HPV-16 y fueron cultivados en presencia de adenosina generada en los
cultivos de células Hela tratadas con AMP. De acuerdo a nuestros resultados, no observamos
alteracion en la actividad efectora de los linfocitos T, adicionando los sobrenadantes durante el
co-cultivo de las células efectoras con las células blanco. Estos resultados a diferencia de lo
mostrado por diferentes grupos de investigacién, en donde encuentran alteracion en la
generacién de células T de memoria contra antigenos especificos al cultivar linfocitos T con
células de cancer de ovario positivas a CD39 y CD73 (Hausler et al 2011; Hausler et al 2014),
probablemente se deba a la etapa de activacién en la cual las poblaciones de CTLs fueron
cultivadas con los sobrenadantes. Sin embargo nuestro grupo de trabajo previamente demostro
gue al evaluar la capacidad litica de linfocitos T citotoxicos especificos al péptido YMDLQPETT
para lisar las células blanco T2 pulsadas con el mismo péptido, tampoco fue afectada por la
adicion de la adenosina generada por células estromales mesenquimales (CEM’'S) derivadas
de CacCu al cultivo de los linfocitos efectores (Pérez-Mariscal, 2012). ElI cambio en la expresion
de receptores para adenosina en estas poblaciones efectoras y/o la expresién de adenosina
desaminasa (regulador de adenosina en la membrana celular), después de la activacién con
células dendriticas cargadas con péptidos, podria ser interesante de analizar para conocer el
porgque en estos linfocitos activados, la adenosina no los inhibe.

Finalmente, de acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo, podemos concluir
gue las céluas tumorales de CaCu Hela, utilizadas en este modelo experimental, co-expresan
a las ectoenzimas CD39/ CD73 y desde el punto de vista funcional, son capaces de generar
adenosina a través de la fosfohidrélisis de nucleétidos como ADP y AMP. Lo cual puede
constituir un mecanismo potencial de inmunosupresiéon en el CaCu.
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CONCLUSIONES

>

Las células tumorales de cancer cérvico uterino (CaCu), HeLa (HPV-18), co-expresan
las ectonucleotidasas CD39/CD73 en la membrana celular.

Las células tumorales HelLa son capaces de generar adenosina mediante la actividad
funcional y secuencial de CD39/CD73, a partir de los nucleétidos ADP y AMP, lo cual
fue evidenciado de manera cualitativa y cuantitativa mediante cromatografia en capa fina
(TLC) y cromatografia liquida de ultra resolucién (UPLC).

La adenosina generada por las células tumorales HelLa en presencia de ADP y AMP,
contribuye de manera importante a la inhibicibn de la proliferacion de linfocitos T
estimulados con anticuerpos anti-CD2/CD3/CD28, a través de su interaccion con
receptores para adenosina.

La adenosina generada por las céluas tumorales HelLa, inhibe de manera parcial la
expresion del marcador de activacion CD69 y la produccion de IFN-y en linfocitos T
estimulados con anticuerpos anti-CD2/CD3/CD28, a través de su interaccion con
receptores para adenosina.

La actividad citotoxica de los linfocitos T CD8+ especificos al péptido YMDLQPETT

derivado de la proteina E7 de HPV-16, no fue afectada por la adenosina generada por
las células tumorales Hela.
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PERSPECTIVAS

De acuerdo a los resultados obtenidos en nuestro trabajo, sera de gran importancia establecer
modelos in vitro e in vivo, para:

>

Evaluar la actividad de CD73 inhibiendo su expresién con RNA de interferencia en las
células tumorales de CaCu.

Analizar la expresion del complejo ADA/CD26 en la superficie celular de células
tumorales de CaCu y su funcion en la disminucién de las altas concentraciones de
adenosina extracelular.

Determinar si las funciones de CD39/CD73 estan involucrados en la invasion, adhesion y
migracion de las células tumorales de CaCu.

Determinar la importancia de CD73 sobre la angiogénesis, especificamente en el
contexto de tumorogenesis.

Por otro lado, resultard importante averiguar si varias lineas celulares derivadas de este

tipo tumoral expresan esta via de inmunosupresion y si en tejidos tumorales de CaCu de
diferentes estados clinicos se encuentra expresada.
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FIGURAS COMPLEMENTARIAS
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Figura Complementaria 1. Efecto inhibitorio de la adenosina pura sobre la proliferacion de linfocitos T. 2.5
x10° CMNSP de donadores normales fueron cultivados en presencia de diferentes concentraciones de adenosina
pura (10-5000 uM) y en presencia de perlas anti-CD2/CD3/CD28 (2:1). Después de 72 hrs de cultivo, las células T
fueron pulsadas con 20 pl de CellTiter 96® Aqueous One Solution e incubadas por 4 hrs para ser leidas en un lector
de placas a 490 nm. Los datos se expresan como la media de la absorbancia de cultivos por triplicado de 3

experimentos diferentes.
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Figura Complementaria 2. Células HelLa inhiben Ia
proliferacién de células T inducida por anticuerpos
CD2/CD3/CD28 mediante la generaciéon de adenosina.
Células HelLa de CaCu inhiben la proliferacion de CMSP en
ausencia o presencia de inhibidores especificos POM-1 y
APCP estimulados con anti-CD2/CD3/CD28 mediante la
generacion de adenosina a partir de AMP y ADP. Después
de 72 hrs de cultivo, las células T fueron pulsadas con 20 pl
de CellTiter 96® Aqueous One Solution e incubadas por 4
hrs para ser leidas en un lector de placas a 490 nm. La
proliferacién se ve afectada por la presencia de medios
condicionados de células HelLa cultivadas con ADP y AMP.
La inhibicion de la proliferacion es disminuida por la adicion
de cafeina (30uM) (A). Tambien se muestra el porcentaje de
proliferacion de CMNSP en presencia de medios
condicionados de células Jurkat (B) y compuestos puros de
adenosina, adenosina-cafeina, AMP e inosina incluidos
como control (C).
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Figura Complementaria 3. Células HelLa inhiben la proliferacién de células T mediante la generacidon de
adenosina a partir de ADP y AMP. 2.5 x10° CMNSP de donadores normales previamente marcadas con 2 uM de
CFSE, fueron cultivados en presencia de anticuerpos anti-CD2/CD3/CD28 unidos a perlas en proporcion 2:1
perlas:CMSP, y de medios condicionados de las células HelLa (A) o de Jurkat (B), previamente cultivadas con ADP,
AMP, ADP+P y AMP+A. Después de 72 hrs de cultivo, se determin6 la proliferacion de los linfocitos T por la
disminucion en el marcaje de CFSE en las células en division. En algunos cultivos se adiciono cafeina (300uM), un
antagonista de los receptores de adenosina. CMSP estimuladas con los anticuerpos, también fueron cultivadas en
presencia de adenosina pura (1mM ), inosina (1 mM ) y cafeina (300 uM) (C). Se muestran los porcentajes de células
proliferantes, bajo las condiciones antes mencionadas, de un ensayo representativo de tres ensayos hechos de
manera independiente.
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