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RESUMEN

El cancer cérvicouterino (CaCu) se asocia de manera etiolégica con la
infeccion por el virus de papiloma humano (VPH) de alto riesgo, en casi el 100% de
los casos, lo cual sugiere que la infeccién por VPH es una causa necesaria, aunque
no suficiente para el desarrollo de las neoplasias cervicales (Walboomers et al.,
1999). Diversos factores inmersos en el microambiente tumoral proveen de
elementos necesarios para la sobrevivencia y proliferacion de las células
transformadas o células tumorales, ademas de facilitar la evasion de la respuesta
inmune adaptativa del huésped. Recientemente se ha reportado que algunos
tumores expresan ectoenzimas (CD39 y CD73) que generan adenosina a través de
la fosfohidrdlisis del ATP extracelular, la cual al interaccionar con receptores
especificos (A1, A2A, A2B y A3), les permiten generar mecanismos para evadir la
respuesta inmune, entre ellos, la produccion de IL-10, una citocina
inmunomoduladora que se asocia fuertemente con el grado de evolucion del CaCu.
En el presente trabajo se analizé la expresion de las moléculas que participan en la
via adenosinérgica: las ectonucleotidasas CD39, CD73; receptores para adenosina
A1, A2A, A2B, A3; adenosina-desaminasa (ADA/CD26) e interleucina 10 (IL-10), en
muestras de tejidos de las diferentes etapas del desarrollo del CaCu (cérvix normal
(n=10), LIEBG (n=10, LIEAG (n=10) y CaCu (n=24). Mediante microarreglo de
tejidos y tinciones inmunohistoquimicas se analizd la expresion de estos
marcadores empleando analisis de imagenes a través del programa Image J. Los
resultados mostraron un aumento significativo en la expresion de CD39 y CD73; y
de los receptores A2A, A2B y A3; asi como de IL-10 en las neoplasias cervicales en
relacion directa con el grado de evolucidn de la enfermedad. De manera interesante,
la expresion de la enzima adenosina-desaminasa disminuyd de manera importante
en los tejidos derivados de tumores de CaCu. Lo cual sugiere que la expresion
diferencial de moléculas de la via adendsinérgica (CD39, CD73, A2A, A2B, A3 y
ADA) en tejidos provenientes de diferentes etapas de la evolucion del CaCu, puede

contribuir a la inmunosupresioén en el desarrollo del CaCu.
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ABSTRACT

Infection with high-risk human papilloma virus (HPV) is considered the major
etiological factor of cervical cancer with almost 100% of cases, suggesting that HPV
infection is necessary but not sufficient for development of cervical neoplasia
(Walboomers et al., 1999). Several factors involved in the tumor microenvironment
provide necessary elements for the survival and proliferation of transformed or tumor
cells and facilitate the evasion of the adaptive immune response. It has recently been
reported that some tumors express ectoenzymes (CD39 and CD73) in order to
generate adenosine from extracellular ATP. Adenosine may interact with specific
adenosine receptors (A1, A2A, A2B and A3) and produce evasion mechanisms of
the immune response such as the production of IL-10 an immunoregulator cytokine

strongly associated with the cervical cancer progression.

This study analyzed the expression of molecules involved in adenosinergic
pathway on human cervical cancer (n=24), premalignant lesions [LGSIL (n=10) and
HGSIL (n=10)] and nontumoral cervix samples (n=10), including the ecto-
nucleotidases CD39 and CD73; adenosine receptors A1, A2A, A2B and A3;
Adenosine Deaminase (ADA/CD26) and interleukin 10 (IL-10). Tissue microarrays
and immunohistochemistry were performed in order to detect the expression of these

markers using the Image J program which can process and analyze images.

The results showed a significant increase of the ectoenzymes CD39 and
CD73; and the adenosine receptors A2A, A2B and A3 expression, as well as IL-10
in tumor tissues with respect to premalignant lesions samples. Interestingly, the
Adenosine Deaminase expression was lower for tumors when compared with LGSIL,
HGSIL and nontumoral cervix. Together, our results suggest that differential
expression of adenosinergic pathway (CD39, CD73, A2A, A2B, A3 and ADA) in
biopsies from patients with premalignant lesions and cervix tumors may induce a

local state of immunosuppression and promote the development of cervical cancer.
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INTRODUCCION

El cancer cérvicouterino (CaCu) se asocia de manera etiolégica con la
infeccion por el virus de papiloma humano (VPH) de alto riesgo, en casi el 100% de
los casos, lo cual sugiere que la infeccién por VPH es una causa necesaria, aunque
no la unica, para el desarrollo de las neoplasias cervicales (Forman et al., 2012). Se
ha propuesto que diversos factores presentes en el sitio de la infeccion, entre ellos:
citocinas inmunosupresoras, quimiocinas, factores proangiogénicos y moléculas
que inhiben la activacion y funcién efectora de linfocitos T citotdxicos, proporcionan
los elementos necesarios para la sobrevivencia y proliferacién de las células
transformadas o células tumorales, ademas de facilitar la evasién de la respuesta
inmune adaptativa del huésped (Doorbar et al., 2012). Por otro lado, se ha reportado
que algunos tumores expresan ecto-ATPasas (CD39 y CD73) que generan
adenosina a través de la fosfohidrolisis del ATP extracelular, la cual al interaccionar
con receptores especificos (A1, A2A, A2B y A3), les permiten generar mecanismos
para evadir la respuesta inmune, entre ellos, la produccién de IL-10 (Koscso et al.,
2012). En el caso particular del CaCu, se ha reportado que la alta expresion de IL-
10 en tejidos tumorales, se asocia fuertemente con la infeccidén por VPH de alto
riesgo y con el grado de evolucion de la enfermedad (Bhairavabhotla et al., 2007;
Bermudez-Morales et al., 2008; Rodriguez et al., 2012). En estudios previos, nuestro
grupo de trabajo ha detectado la expresion de las ectoenzimas CD39 y CD73 en
varias lineas celulares de CaCu, ademas ha evaluado su actividad funcional para
generar adenosina, y de manera concomitante, la produccién de IL-10 cuando se le
suministran sustratos de ambas ectoenzimas (Avila Ibarra, 2011). En el presente
trabajo se analiza la expresién de las moléculas que participan en la via
adenosinérgica: las ectonucleotidasas CD39, CD73; receptores para adenosina A1,
A2A, A2B, A3; adenosina-desaminasa (ADA/CD26) e interleucina 10 (IL-10), en
muestras de tejidos de las diferentes etapas del desarrollo del CaCu (cérvix normal,
LIEBG, LIEAG y CaCu).
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Se hareportado que algunos tumores son capaces de expresar ectoATPasas
que generan adenosina a través de ATP extracelular, asi como receptores de
adenosina que les permiten favorecer su estado tumorigénico e invasivo, por lo que
nos planteamos la siguiente pregunta: ¢ la expresion de moléculas participantes en
la via adenosinérgica se asocia con el estado de progresion e invasion tumoral en
el CaCu?
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ANTECEDENTES

Cancer

El cancer es una proliferacion acelerada, desordenada e incontrolada de una
o algunas células de un tejido que invaden, desplazan y destruyen tanto al mismo
organo donde se inicid el tumor, asi como a otros tejidos sanos del organismo. Las
causas que provocan tales cambios en la célula se deben a la acumulacién de
alteraciones genéticas inducidas por agentes fisicos, quimicos o biologicos (Karp,
2006).

Las células cancerosas presentan diversas propiedades que las hacen
peligrosas para el huésped debido a que ignoran las sefales internas y externas
que regulan la proliferacién celular, evitan el suicidio por apoptosis, son
genéticamente inestables, escapan de sus tejidos de origen adquiriendo una
capacidad invasiva, sobreviven y proliferan en entornos ajenos generando
metastasis. La combinacidon de estas caracteristicas es lo que hace que el cancer

sea especialmente peligroso (Alberts et al., 2004; Hernandez y Rios, 1999).

El cancer es una de las principales causas de muerte a escala mundial. En
el ano 2012 se registraron 14.1 millones de casos nuevos de cancer y 8.2 millones
de defunciones (aproximadamente el 13% del total) ocurridas en todo el mundo.
Mas del 65% (5.3 millones) de las defunciones por cancer se registraron en paises
menos desarrollados. Se prevé que el numero de defunciones por cancer siga
aumentando en todo el mundo y supere los 13.1 millones en 2030. Los que mas
muertes causan cada afio son los canceres de pulmon, higado, estbmago, colon,
mama, esofago, préstata y cérvico-uterino (CaCu). Sin embargo, los tipos de cancer
mas frecuentes son diferentes en el hombre y en la mujer. En hombres se presentan
con mayor frecuencia el cancer de pulmén, préstata, colon y estdmago, mientras
qgue en las mujeres destacan el cancer de mama, colon, pulmoén y CaCu. (Globocan,
IARC, 2014).
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Cancer cérvico-uterino (CaCu)

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el CaCu es unas de las
principales causas de defuncién por cancer en las mujeres, representando el cuarto
lugar de incidencia y mortalidad a nivel mundial con 527,624 (7.9%) nuevos casos
y 265,653 (7.5%) muertes en el afo 2012, de los cuales el 70% de los casos

corresponden a los paises en vias de desarrollo (OMS, 2014).

En México, la principal causa de morbilidad hospitalaria por tumores malignos
en mujeres se deben a el cancer de mama (29.6%); le siguen las neoplasias en
organos genitales (16.7%) (cuello uterino y utero principalmente) y en 6rganos
digestivos (14.3%) en el afio 2011.

En 2013, la principal causa de defunciones en mujeres por tumores malignos
fue por neoplasias malignas en los érganos digestivos (31.49 por cada 100 mil
habitantes de 20 afios y mas); seguida de cancer de mama (15.38 por cada 100 mil)
y de érganos genitales (13.43 por cada 100 mil). Segun el INEGI, el porcentaje mas
alto de prevalencia en neoplasias malignas de cuello uterino y utero se concentra
en la poblacion de mujeres de entre 40 a 59 afios (representa el 48% de las
pacientes con tumores malignos) (INEGI, 2014). Sin embargo, cada vez es mas
comun ver a mujeres que a edades de 20 y 30 anos se les diagnostica CaCu (4.1%).
(Globocan, 2008; IARC, 2010).

Lesiones cervicales y CaCu

Los canceres invasores del cuello uterino vienen precedidos generalmente
por una larga fase de enfermedades preinvasoras. Esto se caracteriza
microscopicamente por una serie de manifestaciones que van de la atipia celular a
diversos grados de displasia o lesion intraepitelial escamosa (LIE) antes de

progresar a carcinoma invasor.

La displasia se categorizo en tres grupos segun el grado de afectacion de la

capa epitelial por las células atipicas en leve, moderada y severa.
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Anos mas tarde se observo una correlacion directa entre progresion y grado
histolégico. Estas observaciones condujeron al concepto de un solo proceso
morbido continuo en el que el epitelio normal evoluciona a lesiones epiteliales
precursoras y a cancer invasor. Sobre la base de dichas observaciones, en 1968 se
introdujo el término de neoplasia intraepitelial cervical (NIC) para denotar las
multiples posibilidades de atipia celular confinada al epitelio. La NIC se dividioé en
los grados 1, 2 y 3 (Richart, 1968). NIC 1 correspondia a la displasia leve, NIC 2 a

la displasia moderada y NIC 3 a la displasia grave y al Carcinoma In Situ (CIS).

En los afios ochenta fueron reconociéndose cada vez mas alteraciones
anatomopatologicas como la atipia coilocitica o condilomatosa asociada con la
infeccidn por virus del papiloma humano (VPH). Los coilocitos son células atipicas
con una cavitacion o halo perinuclear en el citoplasma, que indican cambios
citopaticos debidos a la infeccién por el VPH. Esto condujo al desarrollo de un
sistema histolégico simplificado en dos grados. En 1990 se propuso una
terminologia histopatolégica basada en dos grados de la enfermedad: NIC de bajo
grado, que comprendia las anomalias compatibles con atipia coilocitica y las
lesiones NIC 1, y NIC de alto grado que comprendia NIC 2 y NIC 3. Se considerd

que las lesiones de alto grado eran precursoras del cancer invasor (Richart, 1990).

En 1991, el Instituto Nacional del Cancer de los EE.UU. convocd un seminario
para proponer un esquema modificado de presentacion de los resultados de la
citologia cervical (Kurman et al., 1991) el cual fue denominado Sistema Bethesda
(TBS). La caracteristica principal del TBS fue la creacién del término “lesion
intraepitelial escamosa” (LIE), con dos grados: lesiones de bajo grado (LIEBG) y
lesiones de alto grado (LIEAG). La clasificacion TBS combina los cambios
condilomatosos planos (VPH) y la NIC de bajo grado (NIC 1) en LIEBG, mientras el
LIEAG abarca los NIC mas avanzados, NIC 2 y NIC 3 (Alvarado et al., 2009) (Figura
1). Se empled el término lesidn para recalcar que los cambios morfolégicos en los
cuales se basa un diagnostico no necesariamente significan proceso neoplasico. El
TBS fue disefiado para la notificacion citolégica, pero sirve también para comunicar
resultados histopatoldgicos (Burd, 2003).

A B B S B S T B T S S S S R T S S S S S RS S SR RS S B S S S S S e S S S S S S B S S S S S S S S oS S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S St B S S S Mt S S S S i M S S St S i S B Bt B S S S St S S S ot i M R ot i




Ao B B B S T S, B S B S S B, B S S S S S S S S S S S S S S S0 S S 0, S0 S50 S0 S 0, S0 S S50 S0 S 0 560 050 S0 S 0 S0 050 S0 0 0 56 0 5 S0 S 50 S5 0 S S 0, 0 0 0, 0, S S 0 0 S 0 0 S 0 0 S 0, B S, B S S 0, B S S B0 B

CaCu

RICHART

BETHESDA LIEBG LIEAG Cancer cervicouterino

Figura 1. Correlacion entre la terminologia NIC y Bethesda a través de las lesiones precursoras y el
CaCu (tomada y modificada de Doorbar, 2006).

Para clasificar la LIE se observa la proporcion del espesor epitelial que
presenta células maduras y diferenciadas. Los grados mas avanzados de LIE
suelen tener una mayor proporcién del espesor epitelial con células indiferenciadas

y solo una delgada capa superficial de células maduras, diferenciadas (Figura 2).

Infeccién por VPH
Cérvix normal lpo Lesién Intraepitelial escamosa (LIE) Carcinoma invasor

'Bajo gradol Alto grado

Capa basal
Membrana basal
Dermis

Figura 2. Progresion maligna provocada por la infeccién con Virus del Papiloma Humano (Piersma,
2011).

Al realizar el diagnéstico se evaluan anomalias nucleares como la dilatacion,

la mayor relacion nucleo/citoplasma, la hipercromasia, el polimorfismo y la variacion
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del tamano nuclear (anisocariosis). A menudo existe una fuerte correlacion entre la
proporcion del epitelio que presenta maduracién y el grado de anomalia nuclear.
Las figuras mitéticas de las células en divisidbn son poco frecuentes en el epitelio
normal y, cuando existen, se ven solo en la capa parabasal. Conforme se
incrementa la gravedad de la LIE aumenta el numero de figuras mitéticas, que
pueden verse en las capas epiteliales superficiales. Cuanto menos diferenciado es
un epitelio, mas alto es el nivel en que pueden verse figuras mitdticas. Las
configuraciones anormales de las figuras mitéticas también se tienen en cuenta al

establecer el diagndstico final.

En la LIEBG existe buena maduracidon, con minimas anomalias nucleares y
pocas figuras mitéticas. Las células indiferenciadas se encuentran en las capas
epiteliales mas profundas (tercio inferior). Se observan figuras mitéticas, pero no
muchas. Pueden verse cambios citopaticos debidos a la infeccién por el VPH en

todo el espesor del epitelio.

La LIEAG es la precursora del CaCu y se caracteriza por presentar mayor
actividad mitética y contenido de células inmaduras en los tercios central y superior
de la lesién. Debido a la infeccidn por tipos virales oncogénicos, la diferenciacion y
la estratificacion pueden faltar por completo o existir solo en el tercio superficial del
epitelio, produciendo wuna replicacion continua de células inmaduras vy
eventualmente la acumulacion de anormalidades genéticas que favorecen la
malignidad (Lopez A. y Lizano M., 2006).

El cancer de cuello uterino es una neoplasia maligna del cuello del utero,
desde el punto de vista histoldgico, el cancer suele aparecer en la zona de
transformacion cervical, es decir, el area de la mucosa cervical situada entre la
union escamosa-cilindrica original y la unidn escamosa-cilindrica nueva o

restaurada.

En los paises en desarrollo, entre el 90 y 95% de los canceres invasores del
cuello uterino corresponden histologicamente a tumores de células escamosas o

carcinomas y entre el 2 y el 5% son adenocarcinomas.
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Conforme avanza la invasion del estroma, la enfermedad se vuelve
clinicamente evidente y revela varios patrones de proliferacién. En las fases mas
tempranas de la invasion estromica, el carcinoma cérvico-uterino puede no causar
sintomas ni manifestaciones clinicas, y por consiguiente, se le conoce como
carcinoma invasor preclinico. La forma mas temprana del carcinoma invasor se
reconoce histolégicamente como carcinoma microinvasor. Son canceres que no han
invadido mas alla de 5 mm de profundidad y 7 mm de ancho hacia el estroma

cervical subyacente.

En las etapas avanzadas de la enfermedad se presenta metastasis a
distancia, que suele afectar a los nédulos para-aodrticos, los pulmones, el higado,
los huesos y otro tipo de estructuras. En la tabla 1 se presenta el sistema de
clasificacion mas difundido para el carcinoma cérvicouterino, elaborado por la
Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO). Se trata basicamente
de un sistema de clasificacion clinica basado en el tamafio del tumor, la extension
del cancer en la pelvis y la diseminacion de la enfermedad a 6rganos distantes
(Montalvo et al., 2011).

Etapa Descripcion
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Tumor confinado al cuello uterino

Tumor con invasion diagnosticado por Patologia con una profundidad max. de 5 mm medida desde la capa

basal y una extensién horizontal menor o igual a 7 mm.
Invasion estromal menor o igual a 3 mm y extension horizontal menor o igual a 7 mm.

Invasion estromal mayor de 3 mm pero menor de 5 mm, y extension horizontal menor o igual a 7 mm.

Tumor clinicamente visible confinado al cérvix o etapas pre-clinicas mayores al estadio 1A.
Lesion clinicamente visible menor o igual a 4 cm en su dimensién mayor.
Lesion clinicamente visible mayor de 4 cm en su dimensién mayor.

Tumor que se extiende mas alla del cuello uterino sin llegar a la pared pélvica o el tercio inferior de la vagina.

Tumor que invade fondos de saco vaginal sin invasién parametrial.

Tumor menos de 4 cm.
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Tumor mayor de 4 cm.
Tumor con invasién parametrial, sin llegar a la pared pélvica.

El tumor se extiende a la pared pélvica y/o involucra el tercio inferior de vagina y/o causa hidronefrosis, rifén

excluido o disfuncion renal.
El tumor involucra el tercio inferior de la vagina y no se extiende a la pared pélvica.
El tumor se extiende a la pared pélvica y/o causa hidronefrosis, rifion excluido o disfuncién renal.

El tumor se extiende fuera de la pelvis o presente involucro comprobado por biopsia de la mucosa vesical o

rectal. El edema buloso no se considera enfermedad metastasica.
El tumor invade a la mucosa de la vejiga o recto y/o se extiende mas alla de la pelvis verdadera.

IVB Metastasis a distancia.

Tabla 1. Clasificacion de la FIGO.

El riesgo de desarrollar cancer cérvicouterino incrementa con el comienzo
temprano de la actividad sexual, el nUmero de parejas sexuales, el uso prolongado
de anticonceptivos orales y el tabaquismo. En México se ha asociado con factores
relacionados con la pobreza, tales como baja escolaridad, desempleo, residencia

en areas rurales y falta de acceso a los servicios de salud (Lépez et al., 2008).

Zur Hausen propuso y mas tarde demostré que los virus del papiloma
humano son los agentes infecciosos responsables de la transformacion neoplasica
del epitelio cervical. Esta hipotesis fue validada por hallazgos de secuencias
gendmicas del VPH en el 99.7% de los casos de CaCu invasor (Lépez A. y Lizano
M., 2006; Walboomers et al., 1999).
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Virus del Papiloma Humano (VPH)

Los virus del papiloma son miembros de la familia Papillomaviridae la cual
comprende una serie de virus especificos del huésped, que han sido detectados en

muchas especies animales, asi como en humanos (Burd, 2003).

Se han descrito mas de 200 papilomavirus en base a diferencias en sus
secuencias genomicas, identificandose alrededor de 180 tipos especificos para
humanos (de Villiers et al., 2004), de los cuales al menos 30 o 40 son capaces de

infectar la mucosa genital de hombres y mujeres (Stanley, 2012).

Los VPH se clasifican de acuerdo a las diferencias en las secuencias del gen
L1 que codifica la proteina mayoritaria de la capside L1. Se trata de un gen bien

conservado entre todos los miembros de la familia Papillomaviridae.

Asi se habla de género de VPH, cuando existe menos de un 60% de
homologia, de especie entre 60 y 70%, de tipo entre 71 y 89%, de subtipo entre 90
y 98% y de variante cuando existe mas de un 98% de homologia en la secuencia

del gen que codifica la proteina L1 (Burd, 2003).

De acuerdo en su asociaciéon con el CaCu vy las lesiones precursoras, los
VPHSs pueden ser agrupados en tipos de alto riesgo y bajo riesgo (Tabla 2) (Burd,
2003, Zur Hausen, 2002). Sin embargo, los tipos de VPH que se han encontrado
con mayor frecuencia en aproximadamente el 50-70% de los carcinomas son el 16
y 18, mientras que otros tipos como el 31, 33, 35, 51, 52, 58 dan cuenta de los casos
restantes (Melo et al., 2003; Mufioz y Bosch, 1997).

TIPO DE VPH RIESGO ONCOGENICO
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 82, 26, 53, 66, 73 Alto riesgo
6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, CP6108 Bajo riesgo

Tabla 2. Clasificacion de algunos tipos de VPH de acuerdo al riesgo oncogénico que presentan
(Mufioz, 2000; Burd, 2003).
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Estructura y genoma del VPH

El VPH es un virus pequeio, sin envoltura y mide aproximadamente 55 nm
de diametro. Tiene una capside icosaédrica compuesta de 72 capsomeros, la cual
contiene por lo menos 2 proteinas, L1 y L2. Cada capsdmero es un pentamero de
la proteina L1 (Knipe et al., 2006).

El genoma del VPH esta compuesto de una sola molécula de doble cadena,
ADN circular que contiene aproximadamente 7,900 pares de bases (pb) asociado
con histonas (Santin et al., 2005). El genoma esta funcionalmente dividido dentro
de 3 regiones, la primera es la region reguladora de 400 a 1,000 pb, la cual es
conocida como Region Larga de Control (RLC); la segunda es una region temprana,
que consiste de fragmentos abiertos de lectura E1, E2, E4, E5, E6 y E7, las cuales
estan involucradas en la replicacion viral y oncogénesis; la tercera es una region
tardia, la cual codifica las proteinas estructurales de la capside del virus L1y L2
(Figura 3) (Burd, 2003; Lupiani y Fraga, 2008).

Figura 3. Estructura y organizacion del genoma del VPH, donde se muestran las regiones del
genoma viral y sus principales proteinas (Tomado y modificado de Doorbar, 2006; Picconi, 2013).
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Ciclo de vida del VPH

Aunque el epitelio escamoso parece ser el principal sitio de infeccion por el
VPH, también se ha visto que ésta puede ocurrir sobre las células primitivas o “de
reserva”, que dan origen tanto al epitelio exo como al endocervical del tracto genital

femenino.

Se cree que el virus entra al organismo a través de pequefios cortes o
abrasiones de la piel o las mucosas. El virus debe llegar a la capa basal del epitelio
0 a células de metaplasia escamosa inmadura (Burchell et al., 2006). Dependiendo
de una variedad de factores pobremente entendidos la infeccidén puede permanecer
latente o volverse productiva. La infeccion latente se define como el mantenimiento
de una infeccién viral sin la produccion de virus infeccioso, en la que el ADN viral
permanece en el nucleo como una molécula circular libre llamada episoma. En
general los efectos citopaticos del virus no estan presentes en estas células. En la
infeccidn productiva la replicacion del ADN viral ocurre de manera independiente al
ADN cromosomal, lo cual produce grandes cantidades de material genético del virus
y lleva a la produccion de viriones. Este proceso ocurre especialmente en las células
superficiales, estimulado por los factores transcripcionales especificos de
diferenciacion celular y en relacién con la maduracién epitelial, terminando con la
produccion de proteinas de la capside y el ensamble de nuevas particulas virales.
Estas células si muestran los efectos citopaticos caracteristicos de la infeccién por

VPH que pueden ser detectados citoldgica e histolégicamente.

Estos efectos aparecen aproximadamente 3 meses después de la infeccion
genital con el virus, con un rango de tres semanas a ocho meses, aunque puede
prolongarse por afios. El inicio de la replicacion viral puede observarse en el estrato
basal del epitelio, en donde sélo se expresan los genes de la regién temprana, pero
la produccion de particulas virales completas ocurre solo en el superficial, cuando
la célula deja de dividirse y pasa a la diferenciacion terminal, lo que implica una
conexién entre la diferenciacion celular y la expresion gendmica viral. Ademas, el
virus puede ser estable extracelularmente, ya que es resistente a la desecacion y

puede ser transmitido directamente a otros individuos (Frattini et al., 1996).

14

A B B S B S T B T S S S S R T S S S S S RS S SR RS S B S S S S S e S S S S S S B S S S S S S S S oS S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S St B S S S Mt S S S S i M S S St S i S B Bt B S S S St S S S ot i M R ot i




Ao B B B S T S, B S B S S B, B S S S S S S S S S S S S S S S0 S S 0, S0 S50 S0 S 0, S0 S S50 S0 S 0 560 050 S0 S 0 S0 050 S0 0 0 56 0 5 S0 S 50 S5 0 S S 0, 0 0 0, 0, S S 0 0 S 0 0 S 0 0 S 0, B S, B S S 0, B S S B0 B

De acuerdo al tiempo en que los genes virales se expresan, son designados
como tempranos y tardios. Los genes tempranos (E1, E2, E4, E5, E6, E7) son
reguladores no estructurales y estan relacionados con el control de la replicacion
del ADN viral y expresion genética del virus (Zur Hausen, 2002). Las proteinas E1
y E2 facilitan la correcta segregacion de los genomas durante la division celular
(Wilson et al., 2002). Los genes E5, E6 y E7 tienen que ver con las propiedades
transformadoras del virus, y E4 codifica una serie de proteinas importantes para la
replicacion y maduracion viral. En la mayoria de VPHSs la proteina E2 se une a la
region del promotor temprano y disminuye y regula la expresion de E6/E7; la pérdida
de E2 es por lo tanto el primer paso en la transformacién y es lo que ocurre cuando
sucede la integracion viral, al romperse el punto de transcripcion de los genes E1
y/o E2, lo que resulta en una sobreexpresion de los genes EG/E7. La expresion de
las proteinas E6 y E7 estimula el progreso de la fase del ciclo celular G1 a S (Chow
et al., 2010; Doorbar, 2007).

Libaracion dol
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Figura 4. Eventos clave que ocurren después de la infeccion por VPH, tales como la expresion de
las proteinas virales a lo largo de las capas epiteliales (Doorbar, 2006).

15

A B B S B S T B T S S S S R T S S S S S RS S SR RS S B S S S S S e S S S S S S B S S S S S S S S oS S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S St B S S S Mt S S S S i M S S St S i S B Bt B S S S St S S S ot i M R ot i




Ao B B B S T S, B S B S S B, B S S S S S S S S S S S S S S S0 S S 0, S0 S50 S0 S 0, S0 S S50 S0 S 0 560 050 S0 S 0 S0 050 S0 0 0 56 0 5 S0 S 50 S5 0 S S 0, 0 0 0, 0, S S 0 0 S 0 0 S 0 0 S 0, B S, B S S 0, B S S B0 B

Los genes tardios (L1 y L2) se expresan en las fases finales de la infeccidén y
codifican proteinas estructurales relacionadas con el ensamblaje de las particulas
virales (proteinas de la capside). La transcripcién de estos genes parece estar
mediada por reguladores celulares de la transcripcidon, producidos sélo cuando la
célula escamosa se diferencia (célula intermedia y superficial), lo que explica su
baja concentracion en LIE de alto grado o en carcinomas invasivos (Figura 4)
(Doorbar, 2007; Stanley, 2012).

No obstante, el hecho de que solo una pequena cantidad de las infecciones
por VPH persistentes progresan eventualmente a cancer indica que debe haber
otros factores que incrementan la progresion a la malignidad (Muioz y Bosch,
1997). Por lo tanto, la infeccién con VPH no es necesaria ni una causa suficiente
para generar cancer de cérvix. Entre los factores que pueden influir, se encuentra
los tipos virales, factores genéticos, hormonales e inmunosupresién (Burd, 2003;
Melo et al., 2003; Zur Hausen, 2002).

El VPH puede infectar el tracto genital femenino durante varios afos con un
bajo perfil de expresion, lo que genera una muy pobre respuesta inmune innata
(Figura 5) (Tindle, 2002). Cuando logra establecerse, una respuesta adaptativa es
mas eficiente, y por eso, aunque la tasa de infeccidon es muy alta, no todas las
infecciones progresan hasta CaCu (Doorbar, 2006). La mayoria de las lesiones

leves 0 moderadas revierten espontaneamente en individuos inmunocompetentes.

Se sabe que mas del 70% de las adolescentes sexualmente activas y
mujeres jévenes adquieren una infeccion por virus del papiloma humano (VPH). Sin
embargo, la mayoria son transitorias y solo cerca del 25% desarrollan una lesion de
bajo grado (LEIBG). Después, solo del 20% al 40% de estas pacientes progresaran
a lesiones de alto grado (LIEAG). Esto significa que aquellas mujeres que en alguna
ocasién adquieren un VPH, solo 5 o 10% de ellas desarrollaran una lesion de alto
grado, mientras que cerca del 90% de las mujeres infectadas no mostraran
evidencia alguna del tipo viral adquirido después de 12 a 36 meses (Hildesheim et
al., 1994; Ho et al., 1998).
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En la ausencia de inflamacion

+ Los queratinocitos no liberan
citocinas proinflamatorias.

+ No se activan las células de
Langerhans ni las células dendriticas
estromales.

+ No hay estimulos para |a activacion
de células dendriticas, migracidn,
procesamiento y presentacion de
antigenos.

El VPH evade la respuesta inmune innata y
retrasa la activacion de la respuesta inmune
adaptativa.

Figura 5. El VPH evade eficientemente el reconocimiento inmune. No hay viremia ni muerte celular
inducida por el virus, por lo tanto, no hay inflamaciéon ni sefiales de dafio para el sistema inmune
(Tomado y modificado de Stanley, 2012).

El estado inmune tiene un impacto significativo sobre la capacidad de
detectar la infeccidon o sobre la progresion de la infeccion por el VPH, encontrandose
una incidencia 17 veces mayor de infeccion genital por el virus en pacientes

inmunosuprimidos.

Sin embargo, cuando la infeccidon es persistente y el sistema inmune esta
deprimido, puede darse lugar a la integracién del genoma del VPH a la célula
hospedera y eventualmente, al desarrollo de una lesidon que puede derivarse hacia
tumores avanzados (Zur Hausen, 2000; Gariglio et al., 1992; Hilders et al., 1994;
Guzman-Rojas et al., 1998).
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Inmunoedicion del cancer

Desde los anos 1950 Lewis Thomas propuso el concepto de
inmunovigilancia, el cual predice que el sistema inmune puede reconocer
precursores del cancer y, en la mayoria de los casos, destruir aquellos precursores

antes de que se manifiesten clinicamente (Zitvogel et al., 2006).

Sin embargo, la idea de la inmunovigilancia del cancer fue aceptada en los
afos noventa cuando modelos experimentales con animales utilizando ratones
knockout validaron la existencia de la inmunovigilancia del cancer. Actualmente, el
proceso que va de la inmunovigilancia al escape inmune, forma parte de un
concepto actual conocido como Inmunoedicion del cancer, el cual se compone de
tres fases esenciales: eliminacién, equilibrio y escape (Dunn et al., 2002) (Figura 6).

Eliminacién

En esta fase, las moléculas y células de la inmunidad innata y adaptativa
trabajan en conjunto para detectar, localizar y reconocer la presencia de células
tumorales nacientes, asi como destruirlas para prevenir el desarrollo de una
neoplasia maligna. En el caso de la respuesta inmune innata, muchas de las células
efectoras como natural killer (NK), NKT y y& T son activadas por citocinas
proinflamatorias, las cueles son liberadas por las células tumorales en crecimiento.
Las citocinas secretadas reclutan mas células del sistema inmune, las cuales
producen otras citocinas proinflamatorias tales como interleucina 12 (IL-12) e
interferon gamma (IFN-y) (Wolf et al., 2012). La eliminaciéon de células tumorales
mediada por perforinas, ligando Fas (FasL) y TRAIL a través de las células NK libera
antigenos tumorales (TAs), los cuales inducen la respuesta inmune adaptativa (Mori
etal., 1997). En la comunicacion entre las células NK 'y las células dendriticas (DCs),
las células NK promueven la maduracion de las DCs y su migracion hacia células
tumorales, lo que da como resultado la mejora de la presentacion de antigenos a
las células T virgenes para la expansion clonal de linfocitos T citotoxicos (CTLs)
(Zitvogel et al., 2006). Finalmente, los linfocitos T son reclutados en el sitio del tumor
primario, y atacan y matan directamente a las células tumorales con la produccion

de IFN-y citotoxico.
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Las siguientes 4 fases se han propuesto para el proceso de eliminacion. 1)
El reconocimiento de las células tumorales por las células del sistema inmune innato
y su eliminacién limitada. 2) La maduracion y migracién de las DCs y cross-priming
para las células T. 3) Generacion de linfocitos T especificos para antigenos
tumorales (TAs). 4) Albergue de células T especificas para TAs en el sitio del tumor
y la eliminacion de las células tumorales. Sin embargo, aunque la inflamacion local
limitada puede estar involucrada en las respuestas inmunes iniciales, la inflamacion
excesiva puede promover la progresion tumoral (Dunn et al., 2002). Esto puede ser
en parte a causa de las reacciones antiinflamatorias en las células presentadoras
de antigeno, las cuales liberan citocinas antiinflamatorias tales como la IL-10 y factor
de crecimiento transformante (TGF-B) que inhibe la activacién de las células
efectoras (Kim et al., 2005).

Equilibrio

En esta fase, las variantes de células tumorales pueden no ser eliminadas
completamente, ya que se vuelven resistentes a los efectos de las células inmunes
efectoras. Este proceso permite la selecciéon inmune de células tumorales con
inmunogenicidad reducida. Estas células son mas capaces de sobrevivir en un
huésped inmunocompetente. Aunque pueden ocurrir mutaciones genéticas al azar
en los tumores produciendo variantes tumorales inestables, la presién de la
seleccion inmune tambiéen favorece el crecimiento de células tumorales con un

fenotipo no inmunogénico (Zou, 2005).

Es probable que la fase de equilibrio sea la mas larga de las tres fases ya
que puede ocurrir en un periodo de varios anos, durante el cual las células tumorales
pueden volverse latentes funcionalmente y permanecer clinicamente inaparente

para la vida del huésped (Malmberg, 2004).
Escape

Finalmente, ya sea como resultado de los cambios que ocurren en la
poblacion tumoral debido a un proceso activo de inmunoedicién o en el sistema

inmune del huésped, incrementa la inmunosupresion inducida por el cancer o la
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segregacion del sistema inmune debido al proceso natural de envejecimiento, la
latencia funcional de la poblacion celular tumoral puede romperse, permitiendo la
progresion de estas células en la fase de escape, donde comienzan a crecer de una
manera inmunoldégicamente sin restriccion para emerger como una enfermedad

clinicamente aparente (Kim et al., 2007).

Eliminacion Equilibrio Escape
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Figura 6. Fases de la Inmunoedicién del cancer, las células y citocinas que participan en cada una
de ellas (Schreiber et al., 2011).
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Mecanismos de evasion de la respuesta inmune

Las células tumorales desarrollan durante su generacion multiples
mecanismos inmunosupresores con el proposito de evadir el reconocimiento
inmune o suprimir los mecanismos efectores de células T anti-tumorales. Estos
mecanismos comprenden disminucion de la expresion de MHC-I debido a la pérdida
selectiva de los distintos alelos HLA, presentacién deficiente de los antigenos
tumorales también debida a defectos en la maquinaria de procesamiento de

antigenos (Rivoltini et al., 2002).

Los conceptos mas recientes sobre como las células tumorales pueden
escapar o inhibir las funciones normales del sistema inmune son los cambios en las
células tumorales, los factores solubles derivados del tumor y la ignorancia

inmunoldgica y tolerancia en los tumores (Figura 7).
Cambios en las células tumorales

Dada la falta de reconocimiento de los antigenos tumorales, la cual es
mediada por alteraciones de las moléculas efectoras y es importante para el
reconocimiento y activacion por el sistema inmune, la pérdida de transductores de
senales ha sido atribuida a la evasion inmune en la cooperacion de citocinas
inmunosupresoras. Las células tumorales pueden presentar defectos en la via de
sefalizacion Fas/FasL o una sobreexpresion de Bcl-2. También se puede generar
la pérdida de las moléculas de coestimulacién, como es el caso de las de la familia
B7, asi como factores de transduccion de sefales, tales como CD3¢, p56'*, JAK-2,
sefializacion de calcio, NFKBp65 y la produccion de IL-2 (Khong y Restifo, 2002)
(Lockhart et al., 2001).

Factores solubles derivados del tumor

Una variedad de factores solubles derivados del tumor contribuye a la
aparicion de complejas redes inmunosupresoras regionales y locales, incluyendo el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), IL-10, TGF-B, prostaglandina Ez,
fodfatidilserina soluble, Fas soluble, FasL soluble y MICA soluble (Teraben et al.,

2000). Aunque son depositados en el sitio del tumor primario, estos factores
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secretados pueden ampliar los efectos inmunosupresores en los nédulos linfaticos
locales y en el vaso, por lo tanto, promueven la invasion y la metastasis (Kim et al.,
2007).

La secreciéon de factores inmunosupresores como el TGF-B inhibe
proliferacion, activacion y diferenciacion de células T (Li et al., 2006), las células NK
también pueden suprimir la eficacia de las respuestas de linfocitos T citotoxicos a
través de mecanismos relacionados con la produccion de IL-13 y TGF-3 (Teraben
et al., 2000), IL-10 afecta la funcionalidad de las células dendriticas (Gerlini et al.,
2004) y protege a las células tumorales de citotoxicidad mediada por LTC (Kurte et
al., 2004).

Ignorancia inmunolégica y tolerancia en los tumores

Una respuesta inmune especifica contra el tumor esta regulada por los
niveles de antigenos tumorales y las etapas de maduracion de las células
presentadoras de antigenos tales como DCs. Varios tumores sdlidos expresan
antigenos especificos tumorales que pueden servir como blancos para las células
T efectoras (Ochsenbein et al.,, 1999). Sin embargo, las células tumorales son
capaces de inducir una respuesta protectora de células T citdxicas si se transfieren
a una suspension de células individuales. Sin embargo, si son transplantadas como
pequenas piezas de tumores, los tumores crecen facilmente por que el nivel de
antigeno tumoral puede ser modulado en el microambiente tumoral. Por lo tanto, las
células tumorales estan rodeadas por células no tumorales, incluyendo células
derivadas de la médula ésea, tales como DCs inmaduras y células no derivadas de
la médula ésea, tales como fibroblastos, endotelio y matriz extracelular. La matriz
extracelular se une a los antigenos tumorales y los fibroblastos y las células
endoteliales compiten con las DCs por el antigeno, lo que permite la progresion
tumoral. Se sabe que los niveles suficientes de antigenos tumorales pueden
producir una respuesta inmune, la cual es mediada por DCs maduras que presentan
los antigenos tumorales a las células T (Spiotto et al., 2002). Sin embargo, incluso

en la presencia de niveles suficientes de antigeno tumoral, las DCs inmaduras
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pueden inhibir la maduracién de las DCs y la activacion de las células T, lo que

resulta en tolerancia inmunolégica (Mahnke et al., 2002).
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Figura 7. Mecanismos de evasion de la respuesta inmune (Schreiber et al., 2011).
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Via adenosinérgica

Recientemente, se ha propuesto otro mecanismo de evasion de la respuesta
inmune, conocido como via adenosinérgica, durante la cual se acumula adenosina
extracelular en tejidos tumorales, lo cual constituye un importante mecanismo de
escape inmune por parte del tumor (Stagg et al., 2010). La generacion de adenosina
extracelular implica la fosfohidrélisis de nucleétidos intermedios de adenina, y es

catalizada por la 5’ ecto-nucleotidasa (CD73) (Thompson et al., 2004).

Los nucledtidos son moléculas que cumplen funciones de gran importancia
en la fisiologia celular. Particularmente el trifosfato de adenosina (ATP).
Actualmente se sabe que bajo diferentes estimulos, el ATP puede ser liberado al
espacio extracelular y actuar como transmisor al estimular de manera autocrina o
paracrina a las células adyacentes. Existe un gran numero de células que son
capaces de liberar ATP, y el tipo de estimulos que lo induce son de diversa indole.
Dentro de los estimulos que promueven la liberacién de ATP, se encuentran: los
impulsos eléctricos, los estimulos mecanicos, el cambio de volumen celular, la
isquemia, la hipoxia, la liberacion por estimulos quimicos (neurotransmisores) y la
lisis celular. EI ATP, se sabe que, una vez que éste se encuentra en el espacio
extracelular, puede ser hidrolizado por ectoATPasas generandose ADP, AMP y

finalmente adenosina (Jacobson et al., 2012).

La adenosina es un nucléosido purico enddégeno que esta presente
constitutivamente en bajos niveles fuera de las células pero puede incrementar
dramaticamente su concentracion seguida de condiciones de estrés metabdlico

como aquellos inducidos por hipoxia e isquemia (Gessi et al., 2007).

En la hidrélisis enzimatica de ATP extracelular, la generacién de adenosina
extracelular es provocada por la ectonucleotidasa trifosfato difosfohidrolasa-1
(CD39) y 5 ectonucleotidasa (CD73) que representan una importante via de

generacion de adenosina extracelular (Kobie et al., 2006).
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Ecto-nucleotidasas

Existen diferentes familias de las ecto-nucleotidasas que actuan en el
espacio extracelular y son responsables de la generacion de adenosina a partir de
nucleétidos de adenina (ATP, ADP o AMP): 1) La familia de la ectonucleétido
trifosfato difosfohidrolasa (ENTPDasa), que incluye cuatro miembros unidos a la
membrana celular (NTPDasa1 o CD39, NTPDasa2, NTPDasa3, NTPDasa8); estas
enzimas se expresan diferencialmente e hidrolizan con afinidades diferentes. 2) La
familia de la ectonucleétido pirofosfatasa/fosfodiesterasa (E-NPP), capaz de
hidrolizar nucledsido trifosfatos a monofosfatos y pirofosfatos (PPi). 3) La familia de
la fosfatasa alcalina (AP), incluye enzimas que degradan un amplio rango de
substratos, liberando fosfato inorganico (Pi). 4) La familia 5’-nucleotidasa (CD73),
con un solo miembro anclado a la membrana plasmatica que hidroliza ATP a

adenosina (Aliagas et al., 2014) (Figura 8).
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Figura 8. Actividad enzimatica de CD39 y CD73 (Tomado y modificado de Antonioli et al., 2013).
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CD39 (NTPDasa1)

CD39 es una proteina integral de membrana, esta constituida por 510
aminoacidos. Estructuralmente, tiene dos dominios transmembrana, un dominio
citoplasmatico pequefio que comprende los segmentos NH2- y COOH- terminal, y
un dominio hidrofébico extracelular grande. CD39 se vuelve activo cataliticamente
tras su localizacion en la superficie celular, y su glicosilacion es importante para el

correcto plegamiento de la proteina y la actividad enzimatica.

CD39 se expresa constitutivamente en vaso, timo, pulmén y placenta, en
células endoteliales y en células del sistema inmune, tales como células B, NK, DCs,
células de Langerhans, monocitos, macrofagos, neutrofilos y células T reguladoras.
Ademas, la expresion de CD39 incrementa en varios tumores solidos (cancer
colorrectal, de pancreas y de cabeza y cuello) también como en leucemia croénica,
sugiriendo que esta enzima puede estar involucrada en el desarrollo y progresion

de neoplasias malignas (Antonioli et al., 2013).
CD73 (ecto-5’-nucleotidasa)

CD73 también conocida como ecto-5’-nucleotidasa (ecto-5’-NT, EC 3.1.3.5),
es una ectoenzima de superficie celular unida a glicosilfosfatidilinositol (GPI) de 70
kDa, su expresion es inducida por la activacion de HIF-1a (factor inducible de
hipoxia), la exposicidn a IFNs tipo | y por la activacion de la via de sefalizacion Wnt
(Stagg et al., 2011). Ademas, CD73 se encuentra en muchos tipos de cancer en
humano y en ratén, donde produce elevadas concentraciones de adenosina que
pueden promover el crecimiento tumoral por la estimulacién de la angiogénesis e

inhibiendo las respuestas inmunes antitumorales (Wang et al., 2011).

CD73 se expresa constitutivamente en células endoteliales, células
epiteliales, células T reguladoras Foxp3® y subpoblaciones de leucocitos y
ampliamente en muchas lineas celulares tumorales y esta regulada en diversos
carcinomas, incluidos los de colon, glioma, pulmon, pancreas y ovario (Spychala,
2000); y el aumento de los niveles de expresion se asocia con neovascularizaciéon

tumoral, invasion, migracion, adhesion y metastasis, y con menor tiempo de
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supervivencia en los pacientes con cancer de mama (Stagg et al., 2011; Wang et
al., 2008).

Se ha demostrado que la expresion de CD73 en conjunto con CD39 (ecto-
ATPasa) en un tumor o en exosomas derivados de las células tumorales limita la
inmunidad antitumoral de células T citotoxicas mediante la generacion de
adenosina extracelular y su interaccion de ésta sobre receptores para adenosina
en los linfocitos T (Gessi et al., 2007; Wang et al., 2011) (Figura 9).

Se ha propuesto que CD73 modula las interacciones entre las células
endoteliales y los linfocitos como una molécula de adhesion. Ademas, CD73 juega
papeles importantes in vivo para mantener la integridad del endotelio vascular
durante la hipoxia, ya que puede suprimir el trafico transendotelial de los leucocitos
a través de su actividad enzimatica. También la adenosina generada por CD73 del
endotelio limita el acceso de células T reactivas al tumor principalmente a través de
la via de activacion del receptor para adenosina A2B. Es posible que la activacion
del receptor A2B mejore la barrera endotelial y dificulta la adhesion de leucocitos al
endotelio a través de sefales intracelulares dependientes de AMPc, que a su vez
puede incrementar la expresion y actividad de CD73 y ademas previene la adhesion
de leucocitos. Es posible que CD73 endotelial estimula la angiogénesis patolégica
para promover el crecimiento tumoral, similar a CD39, como la adenosina es
conocida para inducir incremento en la expresion de VEGF (Spychala, 2000; Wang
et al., 2011; Zhang, 2010).

La habilidad de las células inmunes para reconocer y eliminar las células
tumorales es fundamental para la defensa exitosa del huésped contra el cancer. Sin
embargo, cada vez incrementa la evidencia que indica que existe una comunicacion
dinamica entre un tumor y el sistema inmune que puede controlar el crecimiento
tumoral. Durante la progresion tumoral, las células tumorales fomentan un
microambiente tolerante y la activacion de multiples mecanismos
inmunosupresores, lo cuales pueden actuar en conjunto para bloquear una
respuesta inmune efectiva. CD73 esta altamente expresado en muchos tumores

sélidos y su expresion y actividad elevada estan asociadas con la invasion y
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metastasis tumoral y con menor tiempo de supervivencia de los pacientes, lo que
indica que hay una estrecha relacion entre CD73 y la progresion del cancer (Jin et
al., 2010).

Los tumores solidos, debido a su vasculatura anormal, son comunmente
hipoxicos y muestran altos niveles de adenosina en el microambiente tumoral a
través de la actividad enzimatica de CD73, lo cual puede ser un importante mediador
de la inmunosupresion asociada al tumor y los altos niveles de expresion de CD73
en el tumor probablemente sean inducidos en el microambiente tumoral local, (Gessi
et al., 2007; Wang et al., 2011).

Receptores para adenosina

Después de su liberacion, la adenosina induce sus efectos bioldgicos a través
de la interaccidén con cuatro receptores de superficie celular clasificados por datos
moleculares, bioquimicos y farmacoldgicos en cuatro subtipos: A1, A2A, A2B y A3
(Gessi et al., 2007). Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores
con siete dominios transmembranales acoplados a proteinas G heterotriméricas.
Dichos receptores ejercen su accion en las células regulando la concentraciéon de
segundos mensajeros tales como el monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), el
diacilglicerol (DAG) y el inositol trifosfato (IP3) (Rangel et al., 2007).

Bajo condiciones normales, la adenosina es constantemente producida tanto
intracelular como extracelularmente y se mantiene a bajos niveles intracelulares
(cerca de 100 nM) a través de la actividad metabdlica ejercida por la adenosina
cinasa y la adenosina deaminasa. En condiciones de deficiencia de ADA, hipoxia,
isquemia o inflamacidn, la produccion intracelular de adenosina incrementa a muy
altas concentraciones micromolares y es transportada a través de la membrana
celular por agentes especificos que finalmente conducen a la activacion de todos

los receptores para adenosina (Gessi et al., 2007).

A excepcion del subtipo A1, los demas receptores se expresan en linfocitos

T humanos y parece que su activacion representa una potente via inmunosupresora
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enddgena que regula la excesiva respuesta inmune contra potentes estimulos

externos (Gessi et al., 2007).

En particular, se conoce que la adenosina ejerce sus efectos sobre la
proliferacion y muerte celular principalmente a través del subtipo A3, el cual esta
altamente expresado en células tumorales. Estos descubrimientos confirman los
datos recientes indicando que la sobreexpresion del receptor A3 puede ser un buen
candidato como un marcador tumoral. La adenosina también juega un papel en la
promocién de la angiogénesis. La regulacién de la expresion del factor de
crecimiento endotelial vascular angiogénico (VEGF) a través de los receptores para
adenosina se ha demostrado en varios tipos celulares (Merighi et al., 2005) (Figura
9).

Se ha reportado que la adenosina modula la migracion de células tumorales
del colon y que agonistas del receptor A3 inhiben la proliferacion o estimulan la
apoptosis en cancer de mama y células de carcinoma de colon. También se ha
reportado que los agonistas del receptor A1 inducen apoptosis en células
cancerosas de colon, mientras que otros estudios sugieren que el receptor A1 en
células de carcinoma de mama media la progresion del ciclo celular y la proliferaciéon
celular (Kalhan et al., 2012).

También, se ha propuesto que el receptor A2A dispuesto en la membrana de
los linfocitos T, protege a los tumores de la actividad antitumoral por estas células
efectoras en un microambiente rico en adenosina (Otha et al., 2006; Stagg et al.,
2011). La senalizacion via el receptor A2A en las células T resulta en la inhibicién
de la activacion y de la expresion del receptor del linfocito T y muchas otras
funciones efectoras, incluyendo proliferacion mediante la inhibicion de IL-2, la
citotoxicidad, expansion y la secrecidon de citocinas importantes con funcién
antitumoral como IFN-y, TNF-a e IL-4, ademas de promover la anergia de las
mismas (Figura 9) (Sevigny et al., 2007; Sitkovsky and Ohta, 2005; Otha et al.,
2006).
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Desarrollo y expansion de la neoplasia
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Figura 9. Via adenosinérgica en el desarrollo y progresién de la neoplasia. La adenosina promueve
el crecimiento tumoral activando los receptores para adenosina A1, A2A, A2B y A3 y mejorando la
habilidad invasiva y metastasica (Tomado y modificado de Antonioli et al., 2013).

Interleucina 10 (IL-10)

Recientemente, se ha demostrado que la activacién del receptor A2B en
células de la microglia induce el incremento de la produccién de interleucina-10 (IL-
10), mientras que suprime la produccién de citocinas proinflamatorias. Ademas, se
ha comprobado que la IL-10 promueve el crecimiento del tumor en cancer de mama,
pulmén y melanoma y tiene un efecto inhibidor en la expresion de moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad en las células tumorales (Koscso et al.,
2012; Wang et al., 2011; Fernandez et al., 2006; Terrazzano et al., 2000; Yue et al.,
1997). Asimismo, se ha reportado que en tejidos tumorales de cuello uterino, existe
una mayor expresion de IL-10 en relacién al grado de evolucion de los tumores
(Clerici et al., 1997; Jacobs et al., 1998).
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Adenosina deaminasa (ADA/CD26)

Adenosina deaminasa (ADA) es una enzima que cataboliza adenosina a su
metabolito, inosina, de esta forma desregula los efectos biolégicos de la adenosina
in situ. ADA esta presente tanto en la superficie celular como dentro de la célula,
pero no tiene dominio transmembranal propio y esta asociada con CD26, una
glucoproteina de superficie con actividad dipeptidil peptidasa IV. CD26 funciona
como una proteina para ADA extracelular en humanos, anclandola a la superficie
celular de tal manera que reduce los niveles locales de adenosina. Con niveles muy
elevados de adenosina, como es el caso en el microambiente tumoral, tal
sobreregulacién de ADA en respuesta a la hipoxia puede agotar las reservas de las
células resultando en su baja expresion sobre la superficie de las células T
efectoras, incremento de los niveles de adenosina y supresion mejorada de las

funciones de las células efectoras (Mandapathil et al., 2012).

CD26 es una glicoproteina de superficie celular tipo Il multifuncional
ampliamente expresada en las células T, B y natural killer (NK). Una de sus
funciones es la de unir a la adenosina deaminasa. La union de ADA a CD26 es
capaz de reducir la concentracion local de adenosina y tiene un papel enzimatico
en proteger a las células T de una inhibicion de la proliferacion mediada por la
adenosina. En efecto, se ha reportado que la actividad de la adenosina deaminasa
es significativamente mas baja en los linfocitos periféricos de los pacientes con
cancer, sugiriendo el incremento de la susceptibilidad de las células T a la inhibicion

mediada por la adenosina dentro del microambiente tumoral (Gessi et al., 2007).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha reportado que algunos tumores son capaces de expresar
ectonucleotidasas que generan adenosina a través de ATP extracelular, asi como
receptores de adenosina que les permiten favorecer su estado tumorigénico,
invasivo e inmunosupresor, por lo que nos planteamos la siguiente pregunta: ¢La
expresion de moléculas participantes en la via adenosinérgica se asocia con el

estado de progresion e invasiéon tumoral a lo largo de la evolucién natural del CaCu?
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HIPOTESIS

La via adenosinérgica tiene un papel importante en la supresion de la
respuesta inmune antitumoral, asi como en favorecer el crecimiento e invasién del
tumor. Recientemente se ha encontrado en varios tipos tumorales una correlacién
entre el incremento de la expresion de varias moléculas participantes en la via
adenosinérgica, como CD73, la supresion de la respuesta inmune y la consecuente
progresion tumoral. Por lo que en el caso especifico del cancer cervical, se espera
que la expresion de las moléculas de la via adenosinérgica (CD39, CD73, A1, A2A,
A2B, A3), de CD26 e IL-10 sea mayor en lesiones avanzadas (CaCu invasor I-1V)

respecto a las lesiones pre-invasoras (LIEBG y LIEAG).
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OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion de las moléculas que participan en la via
adenosinérgica: las ectonucleotidasas CD39, CD73; receptores para adenosina A1,
A2A, A2B, A3; adenosina-desaminasa (ADA/CD26) e interleucina 10 (IL-10), en

muestras de tejidos de las diferentes etapas del desarrollo del CaCu.

OBJETIVOS PARTICULARES

& Evaluar la expresion de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en tejidos de
cuello uterino normal, con lesiones premaligas (lesiones de bajo y alto grado)
y cancer invasor.

@ Analizar la presencia de receptores para adenosina A1, A2A, A2B y A3 en
células de cortes histologicos de las diferentes etapas del desarrollo del
CaCu.

& Evaluar la expresion de ADA/CD26 en células tumorales de cortes
histolégicos de tejidos normales de cuello uterino, lesiones de bajo y alto
grado, asi como de cancer invasor.

@ Analizar la presencia de IL-10 en tejidos cervicales normales, lesiones de

bajo y alto grado y en cancer invasor.
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MATERIALES Y METODOS

& Recoleccion de muestras

Las biopsias de mujeres que presentaron lesiones cervicales de bajo grado se
obtuvieron a través de electrocirugia (LEEP), la cual consistio en emplear corriente
eléctrica de radiofrecuencia para cortar tejidos, siendo el principal objetivo extirpar

las lesiones y la zona de transformacién en su totalidad.

Las biopsias de lesiones cervicales de alto grado, de cérvix normal y de CaCu
se obtuvieron mediante histerectomias radicales (extirpacion del utero y del cuello
uterino), en el caso de las muestras de tejidos normales, la histerectomia se realizé
por causas diferentes a una lesion cervical de alto grado o a un cancer de cuello

uterino (cervicitis, miomas, etcétera).

Las muestras de lesiones intraepiteliales escamosas de bajo y alto grado, las de
carcinoma in situ e invasor y las de tejido cervical normal se obtuvieron del Hospital
General Zona (HGZ) No. 15 Ciudad de Reynosa Tamaulipas, IMSS.

Un pequeno numero de muestras de LIE de bajo grado fueron donadas por el

Dr. Héctor Sanchez, del area de ginecologia en el HGZ No. 2-A Troncoso, IMSS.

Lesion Nuam. de muestras
Normal (sin lesién) 10
LIE de bajo grado 10
LIE de alto grado 10
Cancer cérvicouterino 24

Tabla 3. Numero de muestras recolectadas por grupo.
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@ Proceso histolégico del tejido

Los tejidos colectados se fijaron en formol al 10% en PBS por lo menos durante
24 horas a temperatura ambiente. Después las muestras pasaron por un proceso
histologico que consiste en la deshidratacidon del tejido en alcoholes ascendentes
(OH 70%, 90%, 96% y 100%) durante 30 minutos en cada uno, el aclaramiento del

tejido en xilol durante una hora y su inclusion en bloques de parafina.

@ Cortes histologicos

De cada bloque de parafina se obtuvo un corte histolégico con un espesor de
entre 4 y 5 uym, los cortes se llevaron a cabo con la ayuda de un micrétomo (Leica).

& Tincién con Hematoxilina y Eosina (H-E)

La técnica del microarreglo de tejidos, permite la realizaciéon de diferentes
ensayos en cientos de muestras simultaneamente. Sin embargo, para identificar las
zonas de especial interés de las piezas donantes, los tejidos incluidos en bloques
de parafina necesitan ser analizados y marcados de forma convencional con

tinciones de H-E.

Los cortes de tejido se desparafinaron en una estufa a 60°C durante 30 minutos,
posteriormente se les dieron 10 bafios en xilol, 10 bafios en una mezcla 1:1 de
alcohol y xilol, otros 10 en alcohol absoluto y 10 bafios mas en alcohol al 96%, se
tineron con Hematoxilina (tifie nucleos) y como contraste se agregd Eosina (tife
citoplasma y fibras de colagena), los tejidos ya tenidos se deshidrataron con bafos
en alcohol al 96%, alcohol absoluto, alcohol y xilol (1:1) y en xilol para finalmente

hacer el montaje de los tejidos con medio de montaje (Entellan®, Merck).

Una vez tefiidos, los tejidos pudieron ser observados a través de un microscopio
optico (Leica Galen lll, Leica), de este modo se logré localizar el epitelio cervical de
cada una de las muestras e identificar la region de interés, es decir, donde se
encuentra el epitelio transformado caracteristico de las lesiones intraepiteliales

escamosas o de los tumores (Figura 10).
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Cabe mencionar que todos los cortes histoldgicos de los tejidos de cuello uterino
fueron diagnosticados con la ayuda de un patélogo para determinar si los tejidos
pertenecian al grupo de muestras normales, de lesiones premalignas o de cancer

cervicouterino.

Figura 10. Fotografias de los tejidos tefiidos con H-E A) Cuello uterino normal; B) Lesiones
Intraepiteliales Escamosas de Bajo Grado (LIEBG), donde en un circulo azul se seleccioné un
coilocito; C) Lesiones Intraepiteliales Escamosas de Alto Grado (LIEAG), en circulos verdes se
observan células binucleadas mientras que en los circulos morados se pueden ver figuras mitoticas
anormales y D) Carcinoma de cérvix invasor (CaCu), en un circulo rojo se muestra una region en
donde las células tumorales han roto la membrana basal e invadido el estroma.
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@ Construccion del microarreglo de tejidos

Una vez identificada la region de interés, se obtuvieron cilindros de 1mm de
diametro y de aproximadamente 5mm de largo, con la ayuda de un equipo para
microarreglos de tejidos (Chemicon ATA-100, USA). Los cilindros fueron insertados
en un cubo de parafina blanco (bloque receptor) con una matriz de perforaciones
previamente disefiadas. Una vez completado el arreglo de tejidos, el bloque fue
sellado con una capa de parafina dispuesta de manera uniforme sobre los cilindros
del bloque. Posteriormente se realizaron cortes histologicos de 4um con un
micrétomo (Leica USA) y se colocaron sobre portaobjetos electrocargados (Starfrost
® Plus) para llevar a cabo las tinciones por inmunohistoquimica (Figura 11). Un
unico ensayo o reaccion proporciona informacién de todos los especimenes de la
laminilla a la vez, reproduciéndose fidedignamente las condiciones del ensayo para

todas las muestras.

.

Figura 11. En esta figura se muestras los pasos a seguir para construir un microarreglo de tejidos.
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& Inmunohistoquimica

Los cortes obtenidos del microarreglo de tejidos fueron procesados para llevar a
cabo tinciones inmunohistoquimicas con la finalidad de detectar la presencia de
marcadores como CD39, CD73, A1, A2A, A2B, A3, CD26 y IL-10, empleando un
sistema de deteccion denominado UltraView Universal DAB Detection Kit™, las
tinciones se hicieron con ayuda de un equipo automatizado denominado Ventana

Benchmark® XT. El proceso de tincion consistié de los siguientes pasos:

1. Las laminillas, conteniendo los microarreglos de tejidos, se calentaron en un
horno a 60°C durante 24 horas para desparafinar los tejidos.

2. Paralarecuperacion antigénica, las muestras se trataron durante 30 minutos
con una solucién tampédn de citratos (CC1) para dejar expuestos los sitios
antigénicos.

3. Posteriormente se afadieron agentes inhibidores (H202) para reducir al
minimo la tinciéon de fondo que produce la peroxidasa enddgena o la unién
de proteinas no especificas.

4. Cada laminilla tratada fue incubada durante 32 minutos, con el anticuerpo
primario de interés: CD39, CD73, A1, A2A, A2B, A3, CD26 e IL-10 con las
diluciones estandarizadas de cada anticuerpo (Tabla 4).

5. Se adiciond un anticuerpo secundario, el cual esta unido a una enzima
(peroxidasa de rabano) y se procedié a incubar durante 60 minutos.

6. El revelado conformado por un sistema cromogénico (diaminobenzidina)
formoé un producto visible color marrén localizado en los puntos de union
antigeno-anticuerpo.

7. A continuacién, se aplicé una contratincion en la muestra con hematoxilina
durante 8 minutos.

8. Finalmente, las laminillas se sacaron del equipo de Ventana Benchmark®
XT, se lavaron con agua jabonosa entre 3 y 5 minutos para eliminar los
residuos del liquido sellador.

9. Los tejidos se deshidrataron gradualmente con alcohol al 96%,

posteriormente con alcohol absoluto, y se aclararon con xilol durante 5
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minutos. Posteriormente las laminillas fueron cubiertas con medio de

montaje (Entellan®, Merck) para depositar en ellas cubreobjetos de vidrio.

Anticuerpo Diluciéon

CD39 1:150

CD73 1:100

A1 1:100

A2A 1:150

A2B 1:100

A3 1:150

CD26/ADA 1:100

IL-10 1:150

IgG2a 1:150

Tabla 4. Anticuerpos utilizados y las diluciones estandarizadas para las muestras de tejidos.

& Anadlisis de imagenes

Los resultados se interpretaron utilizando un microscopio 6ptico con camara
integrada para fotografias (Leica) y el analisis de la expresién de los marcadores en

las imagenes se realizé con la ayuda del programa /Image J.

Para cuantificar el tejido tefiido es necesario seguir el protocolo del programa

para mediciones de intensidad, de la siguiente manera:
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Abrir la imagen que se va a analizar.

Convertir la imagen a escala de grises usando el comando Image > Type >
RGBStack. Es necesario convertir la imagen, ya que la herramienta
Threshold solo trabaja con imagenes en escala de grises (Figura 12).

Para usar la herramienta Threshold se selecciona en la barra de tareas Image
> Adjust > Threshold (Figura 13). Sin embargo, el programa no es capaz de
seleccionar correctamente la expresion del marcador en el tejido, asi que, la
seleccion debe ser ajustada manualmente.

Finalmente se selecciona la herramienta Analyse > Set Measurements;

seleccionar “Area”, “Area fraction”, “Limit to threshold”y “Display label” en la

ventana de ajustes. Nuevamente presionar Analyse > Measure (Figura 14).

1 AR (TUN)
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Figura 12. La fotografia original del tejido tefiido se convierte a una imagen en escala de grises.
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Figura 13. Seleccion del marcador en la imagen utilizando la herramienta threshold, la cual ilustra

de color rojo las regiones que muestran la ubicacion del marcador te

Figura 14. Seleccion del area y ajuste de los pa
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& Anadlisis estadistico
A los resultados obtenidos se les realizd un analisis de varianza (ANDEVA) para

comparar entre medias y una prueba de Tukey para comparar cada grupo con todos
los demas utilizando el programa GraphPad Prism 6. La significancia fue

determinada como p<0.05.
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RESULTADOS

La adenosina producida a través de la via adenosinérgica, tiene un papel
importante en la supresién de la respuesta inmune en tumores (Hasko et al., 2008).
Con el propdsito de analizar la expresion de las moléculas que participan en la via
adenosinérgica en tejidos del cuello uterino, de las diferentes etapas en la historia
natural del CaCu: cérvix normal, lesion intraepitelial escamosa de bajo grado
(LIEBG), lesion intraepitelial escamosa de alto grado (LIEAG); y CaCu, se construy6
un microarreglo de tejidos conteniendo 10 muestras de cérvix normal, 10 muestras
de LIEBG, 10 muestras de LIEAG y 24 muestras de CaCu. Mediante la técnica de
inmunohistoquimica se procedio a analizar la presencia de las ectonucleotidasas
CD39 y CD73; los receptores para adenosina A1, A2A, A2B y A3; la enzima
adenosina desaminasa (ADA/CD26) y la citocina IL-10. Inicialmente se hicieron
tinciones con anticuerpos irrelevantes y contratefidos con hematoxilina-eosina para
uno de los tejidos, en la figura 15 se muestran tinciones representativas de tejidos
de los cuatro grupos antes mencionados y en la grafica 1 el promedio de tincién

inéspecifica al emplear un anticuerpo irrelevante IgG2a.

Controles negativos
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Normal n=10 LIEBG n=10 LIEAG n=10 CaCu n=24

Grafica 1. Controles negativos para los tejidos normales de cuello uterino, LIEBG, LIEAG y CaCu,
tefiidos con anticuerpo irrelevante 1IgG2a y contratefiidos con hematoxilina.

44

A B B S B S T B T S S S S R T S S S S S RS S SR RS S B S S S S S e S S S S S S B S S S S S S S S oS S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S St B S S S Mt S S S S i M S S St S i S B Bt B S S S St S S S ot i M R ot i




Ao B B B S T S, B S B S S B, B S S S S S S S S S S S S S S S0 S S 0, S0 S50 S0 S 0, S0 S S50 S0 S 0 560 050 S0 S 0 S0 050 S0 0 0 56 0 5 S0 S 50 S5 0 S S 0, 0 0 0, 0, S S 0 0 S 0 0 S 0 0 S 0, B S, B S S 0, B S S B0 B

Figura 15. Controles negativos para A) Tejido de cuello uterino normal; B) Tejido de Lesion
Intraepitelial de Bajo Grado (LIEBG); C) Tejido de Lesion Intraepitelial de Alto Grado (LIEAG); D) Tejido
de cancer cervicouterino (CaCu). Los tejidos fueron tefidos con anticuerpo irrelevante IgG2a y
contratefidos con hematoxilina. Todas las fotos fueron tomadas a un aumento de 20X.
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Analisis de la expresion de las ecto-nucleotidasas CD39 y CD73 en las

muestras de tejidos cervicales normales y con neoplasias.

Al analizar la expresion de CD39, se encontré que los tejidos normales
mostraron un porcentaje de expresion promedio (numero de células positivas que
expresan el marcador, es decir, células tefiidas de color marrén) del 28%, en donde
la mayor parte de la tincidn se concentré en las células de la membrana basal,
mientras que en los tejidos correspondientes a LIEBG y LIEAG se detectd un
promedio de expresion de 54% y 60% respectivamente (Grafica 2). En estos tejidos
se detectd una fuerte expresion de esta ectoenzima en el citoplasma y la membrana
de las células de la capa basal y parabasal, asi como en las células de la capa
superficial de los tejidos como se muestra en la Figura 16. Por otra parte, los tejidos
tumorales de CaCu mostraron una expresion muy intensa de CD39 y heterogénea
en la mayoria de las células que conforman el tumor (Figura 16), la expresion
promedio fue del 80% (Grafica 2). La expresion de CD39 en las diferentes lesiones
neoplasicas fue significativamente mayor que la expresada en los tejidos normales
de cuello uterino p<0.05.

Por otra parte, al analizar la expresion de CD73 en tejidos cervicales
normales, se observo una tincion muy intensa en las células de la membrana basal,
y en menor grado en las células de las capas parabasales; mientras que en los
tejidos de LIEBG y LIEAG, la expresion de CD73 fue mas intensa en las capas
suprabasales; de manera contrastante, los tejidos tumorales de CaCu mostraron
una intensa expresion en la membrana de la mayoria de las células que conforman
el estroma tumoral (Figura 17). El porcentaje de expresion promedio de CD73 due
de 17% para tejidos cervicales normales, 37% para LIEBG, y 65% para LIEAG;
mientras que en los tejidos tumorales de CaCu la expresion de CD73 fue 89%
(Grafica 3).
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Grafica 2. Expresion de CD39 en los tejidos normales de cuello uterino, LIEBG, LIEAG y CaCu.
Diferencia significativa de LIEAG con respecto a tejidos tumorales *p<0.05 y de LIEBG en relacion a
tejidos tumorales **p<0.001.
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Grafica 3. Expresion de CD73 en los tejidos normales de cuello uterino, LIEBG, LIEAG y CaCu.
Diferencia significativa de LIEAG con respecto a tejidos tumorales *p<0.05 y de LIEBG en relacion a
tejidos tumorales **p<0.001.
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C) Tejido de Lesion Intraepitelial de Alto Grado (LIEAG);
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Figura 16. Expresion de la ectoenzima CD39 en A) Tejido de cuello uterino normal; B) Tejido de
D) Tejido de cancer cervicouterino (CaCu). Todas las fotos fueron tomadas a un aumento de 20X.
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Analisis de la expresion de los receptores para adenosina A1, A2A, A2B Y A3

en las muestras de tejidos cervicales normales y con neoplasias.

Al evaluar la expresiéon de los receptores para adenosina, encontramos que
el receptor A1 presentd una baja expresion en los tejidos de los cuatro grupos de
muestras (Figura 18 y Grafica 4). Sin embargo, el receptor A2A se expresd en
membrana y citoplasma de las células de todas las capas del epitelio de los tejidos
normales, con LIEBG y LIEAG, mostrando valores diferenciales en los porcentajes
de expresién media de 17%, 35% y 66% respectivamente. De manera interesante,
los tejidos tumorales mostraron una expresion intensa y homogeénea en citoplasma
y membrana de la mayoria de las células tumorales que constituyen el estroma,

mostrando una expresion media de 85% (Figura 19 y Grafica 5).

La presencia del receptor A2B se observo en citoplasma y membrana de las
células de la capa basal y de la capa superficial en los tejidos normales con un 7%
de expresién, mientras que en las LIEBG y LIEAG se obtuvieron valores de 20% vy
52% de expresion respectivamente. En los tejidos tumorales, se encontré una
importante expresion de A2B en el citoplasma y membrana de la gran mayoria de
las células epiteliales que conforman el tumor y que ha invadido el estroma, el valor

promedio de expresion en los tumores de CaCu fue de 83% (Figura 20 y Grafica 6).

Finalmente, el receptor A3 mostré una baja expresion (2%), esencialmente
en las células de la membrana basal de los tejidos normales; mientras que en las
LIEBG y LIEAG se encontré un valor promedio de expresion de 16%, la distribucion
de este receptor se mostrd particularmente en la membrana y el citoplasma de
células basales y parabasales, al igual que en los tejidos de LIEAG; no obstante en
éstos ultimos, el porcentaje de expresion fue mayor (62%). En los tejidos tumorales,
se encontréo una fuerte expresion en la membrana y citoplasma de las células
epiteliales que han invadido el estroma, el porcentaje de expresién de A3 fue 89%
(Figura 21 y Gréfica 7).
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Grafica 4. Expresion del receptor A1 en los tejidos normales de cuello uterino, LIEBG, LIEAG y
CaCu. Diferencia significativa de LIEAG con respecto a tejidos tumorales *p<0.05 y de LIEBG en
relacién a tejidos tumorales **p<0.001.
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Grafica 5. Expresion del receptor A2A en los tejidos normales de cuello uterino, LIEBG, LIEAG y
CaCu. Diferencia significativa de LIEAG con respecto a tejidos tumorales *p<0.05 y de LIEBG en
relacion a tejidos tumorales **p<0.001.
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Grafica 6. Expresion del receptor A2B en los tejidos normales de cuello uterino, LIEBG, LIEAG y
CaCu. Diferencia significativa de LIEAG con respecto a tejidos tumorales *p<0.05 y de LIEBG en
relacion a tejidos tumorales **p<0.001.
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Grafica 7. Expresion del receptor A3 en los tejidos normales de cuello uterino, LIEBG, LIEAG y
CaCu. Diferencia significativa de LIEAG con respecto a tejidos tumorales *p<0.05 y de LIEBG en
relacion a tejidos tumorales **p<0.001.
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B) Tejido

C) Tejido de Lesion Intraepitelial de Alto Grado

(LIEAG); D) Tejido de cancer cervicouterino (CaCu). Todas las fotos fueron tomadas a un aumento

de 20X.

del receptor para adenosina A1 en A) Tejido de cuello uterino normal;

6n
de Lesion Intraepitelial de Bajo Grado (LIEBG);

Figura 18. Expresi
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Intraepitelial de Bajo Grado (LIEBG); C) Tejido de Lesion Intraepitelial de Alto Grado (LIEAG); D)

Figura 19. Expresion del receptor A2A en A) Tejido de cuello uterino normal; B) Tejido de Lesién
Tejido de cancer cervicouterino (CaCu). Todas las fotos fueron tomadas a un aumento de 20X.
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6n
terino (CaCu). Todas las fotos fueron tomadas a un aumento

; C) Tejido de Lesi

Figura 20. Expresion del receptor para adenosina A2B en A) Tejido de cuello uterino normal;
cancer cervicou

Tejido de Lesion Intraepitelial de Bajo Grado (LIEBG)

(LIEAG); D) Tejido de

de 20X.
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Figura 21. Expresion del receptor para adenosina A3 en A) Tejido de cuello uterino normal; B) Tejido
de Lesidn Intraepitelial de Bajo Grado (LIEBG); C) Tejido de Lesién Intraepitelial de Alto Grado
(LIEAG); D) Tejido de cancer cervicouterino (CaCu). Todas las fotos fueron tomadas a un aumento
de 20X.
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Analisis de la expresion de la enzima Adenosina Desaminasa (ADA/CD26) en tejidos

cervicales normales y con neoplasias.

En el caso de la proteina Adenosina Desaminasa (ADA/CD26), que se encuentra
anclada con CD26, se observé una mayor expresion en la membrana y citoplasma de las
células que conforman la membrana basal y el estrato parabasal de los tejidos normales de
cuello uterino, en donde se determiné un porcentaje promedio de expresion del 39%. Sin
embargo, contrario a lo que ha sucedido con la expresion de los receptores, ADA/CD26,
disminuy6 de manera importante conforme al grado de evolucion de las lesiones hacia
CaCu, debido a que en LIEBG y LIEAG se encontraron porcentajes de expresién promedio
de 27% y 19 % respectivamente; mientras que en los tejidos de CaCu la expresion fue

practicamente nula (Figura 22 y Grafica 8).
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Grafica 8. Expresion de la enzima ADA/CD26 en los tejidos normales de cuello uterino, LIEBG,
LIEAG y CaCu. Diferencia significativa de LIEAG con respecto a tejidos tumorales *p<0.05 y de
LIEBG en relacion a tejidos tumorales **p<0.001.
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; B) Tejido de

Lesion Intraepitelial de Bajo Grado (LIEBG); C) Tejido de Lesion Intraepitelial de Alto Grado (LIEAG);
D) Tejido de cancer cervicouterino (CaCu). Todas las fotos fueron tomadas a un aumento de 20X.

Figura 22. Expresion de la enzima ADA/CD26 en A) Tejido de cuello uterino normal
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Analisis de la presencia de IL-10 en tejidos cervicales normales y con

neoplasias.

La citocina IL-10 es una citocina inmunomoduladora que frecuentemente esta
sobre expresada en varios tipos de cancer (Koscso et al., 2012). La presencia de
IL-10 en metastasis avanzadas y la correlacion positiva entre los niveles de suero
de IL-10 y la progresién de la enfermedad indica un importante papel de esta

citocina en el microambiente tumoral (Wang et al., 2011; Jacobs et al., 1998).

En el caso de tejidos de cuello uterino normales, la expresion de la citocina
IL-10 se observo fuertemente en membrana y citoplasma de las células basales con
15% de expresion; mientras tanto, en el citoplasma de las células de todo el estrato
epitelial de LIEBG y LIEAG se encontraron porcentajes de expresion media de 42%
y 76%. De manera interesante, todos los tejidos de CaCu analizados mostraron una
intensa expresion de IL-10, encontrandose valores de expresion promedio de 97%
(Figura 23 y Grafica 9).
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Grafica 9. Expresion de la citocina IL-10 en los tejidos normales de cuello uterino, LIEBG, LIEAG y
CaCu. Diferencia significativa de LIEAG con respecto a tejidos tumorales *p<0.05 y de LIEBG en
relacion a tejidos tumorales **p<0.001.
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DISCUSION

Durante la tumorigénesis las células transformadas interactian con su
microambiente, donde la hipoxia, el dafo y el estrés celular inducen la liberacion de
ATP al espacio extracelular, el cual es fosfohidrolizado a adenosina por las
ectonucleotidasas. CD39 que hidroliza ATP/UTP y ADP/UDP a sus respectivos
nucledsidos (Robson et al., 2006), y CD73 que degrada el fosfato de adenosina
(AMP) a adenosina (Resta et al, 1998). La adenosina acumulada en el
microambiente tumoral ejerce un profundo efecto inmunosupresor, ademas de
promover el crecimiento y metastasis tumoral (Haské et al., 2008). Las ectoenzimas
CD39 y CD73 se encuentran altamente expresados en varios tumores, por ejemplo,
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), préstata (Hastie et al., 2005) y mama (Spychala et al., 2004;
Wang et al., 2008). Se ha demostrado que la expresion de CD39 favorece la
angiogénesis tumoral; mientras que CD73 ha sido asociada fuertemente con un
fenotipo prometastasico (Feng y Chen, 2009; Takedachi et al., 2007).
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). Por otro lado, la adenosina generada
por estas ectoenzimas activa 4 receptores especificos acoplados a proteinas G,
denominados receptores A1, A2A, A2B y A3, que participan de manera importante
en la senalizacion de las células tumorales para promover proliferacién, metastasis
y angiogénesis (Ghiringhelli et al., 2012). En el caso particular del CaCu, aun no se
tienen reportes sobre la expresion de estas ectoenzimas y sus receptores, por lo
que el objetivo del presente trabajo fue el de analizar la expresién de CD39, CD73
y sus receptores, asi como el de la enzima adenosina desaminasa e IL-10 que

participan en la supresion de la respuesta inmune en el microambiente tumoral junto
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con las moléculas participantes de la via adenosinérgica, para lo cual se emplearon
muestras de tejidos de 4 etapas que caracterizan la historia natural del CaCu: tejido
cervical normal, LIEBG, LIEAG y CaCu.

De acuerdo a nuestros resultados, se pudo detectar que tanto las ectoenzimas
CD39 y CD73 como los receptores para adenosina A2A, A2B y A3, incrementaron
su expresion en los tejidos derivados de neoplasias cervicales, en relacién con el
avance de la enfermedad; mientras que la expresion del receptor A1 fue
practicamente nula en los tejidos normales y derivados de neoplasias. De manera
interesante, se encontré que la expresion de la enzima ADA acoplada a CD26
disminuyo su expresion en los tejidos neoplasicos en relacion inversa con el grado
de avance de la enfermedad. En contraste, la expresion de IL-10 incrementé de

manera notable en las neoplasias de mayor etapa de evolucion.

La via adenosinérgica, constituida esencialmente por la expresion de las
ectoenzimas CD39/CD73, es un mecanismo de inmunosupresion 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 ratén y humano, y han demostrado su capacidad para generar
adenosina la cual tiene fuertes efectos supresores sobre la actividad de células
dendriticas, linfocitos T, linfocitos B y células NK (Deaglio et al., 2007; 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 fosfohidrélisis 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 afios. En el caso particular de las muestras analizadas en el presente
estudio, la expresidn de ambas ectoenzimas desde las LIEBG hasta las lesiones
de CaCu, fue significativamente mayor que la expresada en los tejidos cervicales

normales, lo cual permite sugerir que la actividad de estas enzimas es intrinseca al
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desarrollo de la enfermedad, y que podria tener un papel importante en la inhibicion
de la respuesta inmune, asi como para generar un microambiente que permita la
proliferacion de las células neoplasicas y la generacion de nuevos vasos
sanguineos, como se ha reportado en varios tipos de cancer, tales como glioma,
glioblastoma, melanoma, cancer colorrectal y de mama (Leth-Larsen, 2009; Wang
et al., 2011; Zhang, 2010; Aliagas et al., 2014; Antonioli et al., 2013). En estudios
previos, nuestro grupo de investigacién ha determinado la actividad funcional de
CD39y CD73 en lineas celulares de CaCu, su expresion se asocio con la capacidad
de generar adenosina cuando las células tumorales fueron cultivadas en presencia
de ADP y AMP; asimismo, los sobrenadantes que contenian adenosina inhibieron
de manera importante la proliferacion, activacion y funcion efectora de linfocitos T

citotéxicos (Avila-lbarra, 2014).

Por otra parte, la adenosina es un nucleésido de purina la cual se encuentra
dentro del microambiente tumoral a concentraciones capaces de modular el
crecimiento tumoral a través de la interaccion con los cuatro receptores para
adenosina acoplados a proteinas G (Fishman et al., 2009). Se ha reportado que la
interaccion de adenosina con el receptor A1 induce apoptosis en células cancerosas
de colon y en tumores de la microglia; mientras que otros estudios, contrario a este
fendmeno, sugieren que este mismo receptor en carcinoma de mama media la
progresion del ciclo celular y por lo tanto la proliferacion de las células tumorales,
debido a que el receptor A1 esta implicado principalmente en la proliferaciéon celular
tumoral e induce la activacion del ciclo celular; de hecho, a través del receptor A1
se puede inhibir a p27, una molécula que promueve la senescencia y limita la
proliferacion celular (Mirza et al., 2005). En consecuencia la ausencia de este
receptor en las neoplasias cervicales, como lo encontrado en el presente estudio,
pudiera estar asociado con el incremento de la proliferacién de células tumorales de

cuello uterino.

Por otra parte, en nuestro estudio encontramos que la expresion de los
receptores A2A, A2B y A3 incrementd de manera importante en relacion con el
grado de avance de la enfermedad, lo cual puede estar asociado con propiedades
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intrinsecas del microambiente tumoral. Por ejemplo, en algunos estudios se ha
reportado que células de leucemia linfocitica cronica  humana
(CLL) (Serra et al., 2011) mieloma (Rickles et al., 2012), células de melanoma
(Merighi et al., 2002), tumores neuroendocrinos, de colon y de mama (Kalhan et al.,
2012) expresan receptores A2A funcionales, y que estos receptores, al interaccionar
con adenosina, podrian modular la proliferacion celular a través de varias vias de
senalizacion. Asimismo, la interaccion de adenosina con el receptor A2B se asocia
con un incremento en la proliferacién celular y con la produccion de VGEF (Factor
de crecimiento endotelial vascular), lo que promueve la angiogénesis, la invasion y
la migracion celular (Kalhan et al., 2012; Allard et al., 2013). Adicionalmente, la
sobreexpresion del receptor A3 en células cancerosas promueve la angiogénesis
de manera dependiente de adenosina debido a un incremento en el factor inducible
de hipoxia 1alfa (Koscso et al., 2011) y a la produccién de VEGF y angiopoyetina
(Feoktistov et al., 2003), tal como se ha descrito en melanoma humano,
glioblastoma, y las células de cancer de colon (Merighi et al., 2005; Merighi et al.,
2006; Merighi et al., 2007).

La enzima Adenosina Desaminasa (ADA), es una enzima implicada en la
regulacion de adenosina extracelular, de tal manera que al desaminarla la convierte
en 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 A1y A2A, lleve a estas células hacia un
estado de inhibicion (Liu et al., 2013; Liu et al., 2012; 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 proliferacién y capacidad
de migracion (Vanoni et al., 2004). En la superficie celular ADA esta asociada con
CD26, la cual esta ultima funciona como una proteina de anclaje para ADA en las
células humanas (Mandapathil et al., 2012). De manera interesante, al determinar
la expresion de ADA/CD26 en los diferentes grupos de tejidos cervicales,

observamos un patrén contrario al que se presenté con las ectonucleotidasas y los
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receptores para adenosina A2A. A2B y A3, debido a que su expresion disminuyd de
39% en LIEBG hasta 0.4% en tejidos tumorales, lo cual podria sugerir que la
disminucién de ADA/CD26 en los tumores de CaCu contribuya a mantener altos
niveles de adenosina en el microambiente tumoral, para suprimir la respuesta
inmune y/o promover mecanismos de proliferacién, angiogénesis y migracion de las

células tumorales en los estados avanzados de la enfermedad.

Recientemente, se ha demostrado que la activacion del receptor A2B a través
de su interaccion con adenosina en células de la microglia, induce el incremento de
la produccion de interleucina-10 (IL-10), mientras que suprime la produccién de
citocinas proinflamatorias (Koscsé et al., 2012). Durante el desarrollo del CaCu se
ha reportado que existe un incremento en la expresiéon de IL-10 en los tejidos
tumorales en relacién al grado de evolucion de los tumores (Clerici et al., 1997,
Jacobs et al., 1998; Sato et al., 2011), y que esta citocina promueve el crecimiento
tumoral e inhibe la expresion de moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad en las células tumorales (Koscso et al., 2012; Wang et al., 2011;
Fernandez et al., 2006; Terrazzano et al., 2000; Yue et al., 1997). Acorde con estos
reportes, en nuestro estudio también encontramos que la expresion de esta citocina
en los tejidos cervicales incrementd con el grado de avance de la enfermedad,
encontrandose una expresion de 15% en tejidos de LIEBG y cercana al 100%. En
estudios previos hemos encontrado que la adicion de AMP y adenosina a células
tumorales de CaCu inducen la produccioén de IL-10, la cual es bloqueada cuando
antagonistas de receptores de adenosina son adicionados al medio de cultivo (Avila-
Ibarra, 2011; Avila-lbarra, 2014), por lo cual es posible sugerir que la produccién de
IL-10 en tejidos de neoplasias intraepiteliales cervicales y CaCu encontrada en el
presente estudio, esté inducida, al menos en parte, por la adenosina producida en
el microambiente tumoral en la que participan las ectoenzimas CD39, CD73 y
receptores de adenosina. No obstante, aunque es indispensable incrementar el
namero de muestras para reforzar lo encontrado en este estudio, las pruebas
funcionales de la via adenosinérgica en las células que se encuentran en el

microambiente tumoral del CaCu podran revelar de manera importante la
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CONCLUSIONES

o En el andlisis de la expresion, los marcadores de la via adenosinérgica

correspendientes a las ectoenzimas CD39 y CD73, y los receptores para
adenosina A2A, A2B y A3, mostraron un incremento significativo en tejidos
provenientes de neoplasias cervicales en relacion directa con el grado de

avance de la enfermedad: cérvix normal<LIEBG<LIEAG<CaCu.

La enzima adenosina desaminasa (ADA/CD26) disminuyd su expresion en
los tejidos cervicales de manera inversa al grado de evolucion de la

enfermedad: cérvix normal>LIEBG>LIEAG>CaCu.

La IL-10 se expreso en los cuatro grupos de tejidos cervicales, no obstante
su expresion fue significativamente mayor en las neoplasias cervicales, en
relacion directa con el grado de avance de la enfermedad: cérvix
normal<LIEBG<LIEAG<CaCu.

La expresion diferencial de moléculas de la via adendsinérgica (CD39, CD73,
A2A, A2B, A3 y ADA) en tejidos provenientes de diferentes etapas de
evolucion del CaCu, puede contribuir a lainmunosupresion y al desarrollo del
CaCu.
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