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1. Abreviaturas.  

  

ADA  Adenosina desaminasa 

Ado  Adenosina 

ADN  Ácido desoxirribonucleico 

ADP  Adenosina 5´ difosfato 

AMP  Adenosina 5´monofosfato 

APCP  adenosina 5’- αβ-metileno difosfato 

ATP  Adenosina 5'-trifosfato 

CaCU  Cáncer Cervicouterino 

CCF Cromatografía de Capa Fina 

CD  Células Dendríticas del inglés Dendritic Cells 

CPA  Célula Presentadora de Antígeno del inglés Antigen Present Cell 

CTL  Linfocitos T Citotóxicos del inglés cytotoxic T lymphocyte 

D.O  Densidad Óptica 

ELISA  Ensayo de Inmunoabsorción Ligado a Enzimas 

GPI  Glicofosfatidilinositol del inglés glycosyl phosphatidylinositol 

IL  Interleucina 

INEGI  Instituto Nacional de Estadística y Geografía. 

INF  Interferón 

KDa  Kilo Daltones 

LCR  Región Larga de Control 

LIBG  Lesiones Intraepiteliales de Bajo Grado 

LIAG  Lesiones Intraepiteliales de Alto Grado 

MHC  Complejo Mayor de Histocompatibilidad del inglés Mayor Histocompatibility 

Complex 

MSC  Células Estromales Mesenquimales del inglés Mesenchymal Stem Cell 

NK  Células Asesinas Naturales del inglés Natural Killer 

POM-1  Polyoxotungstato 1 

T reg  Linfocitos T reguladores 

TCR  Receptor de  célula T, del inglés T-cell receptor 

TGF  Factor de Crecimiento Transformante del inglés Transforming Growth Factor 

TNF  Factor de Necrosis Tumoral del inglés Tumoral Necrosis Factor 
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VEGF Factor de Crecimiento Endotelial Vascular  del inglés Vascular Endotelial 

Growth Factor 

VLP Partícula Tipo Virus del inglés Virus Like Particle 

VPH Virus de Papiloma Humano  

 

  

.  
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2. Resumen  

  

El  cáncer cérvico uterino (CaCU) se asocia de manera etiológica con la infección por el 

virus de papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR)  en casi el 100% de los casos. A pesar 

de que en la mayoría de las mujeres infectadas con VPH-AR la infección es eliminada por 

el sistema inmune, en algunas mujeres la infección persiste ya que escapa a la 

inmunovigilancia, dando lugar al desarrollo de CaCU. Varios mecanismos han sido 

identificados como participantes en la evasión e inmunosupresión de la respuesta inmune 

durante el desarrollo del CaCU, entre ellos: la baja producción de interferones, la producción 

de citocinas inmunosupresoras  IL-10 y TGF-β, así como el reclutamiento de células 

inmunosupresoras (macrófagos, T reg, células estromales mesenquimales etc)  en el sitio 

del tumor. Uno de los mecanismos recientemente propuestos en la evasión y supresión 

inmune es la producción de adenosina a través de la actividad catalítica de ATP extracelular 

mediante las ecto-nucleotidasas CD39 y CD73.   

El objetivo del presente trabajo fue analizar la expresión y la actividad funcional de las 

formas solubles de ecto-nucleotidasas CD39 y CD73 (sCD39 y sCD73) en líneas celulares 

derivadas de CaCU: Hela (VPH-18), CaSki (VPH-16), C33A (VPH-) y en células estromales 

mesenquimales de CaCU (MSC-CaCU). La expresión de sCD39 y sCD73 se determinó 

mediante ELISA y Western-blot, y su actividad catalítica  mediante la incubación de 

sobrenadantes de los cultivos celulares en presencia de ATP, ADP y AMP, la cual fue 

revelada mediante cromatografía de capa fina (CCF) y cromatografía líquida  de 

ultraresolución  (UPLC).  Las formas sCD39 y sCD73 producidas y liberadas al medio de 

cultivo por las células tumorales de CaCU y MSC-CaCU mostraron actividad catalítica para 

hidrolizar ATP , ADP  y AMP para generar adenosina, la cual fue inhibida por los inhibidores 

específicos para CD39 (POM-1) y CD73 (APCP). Las células tumorales CaSki (VPH-16) y 

las MSC-CaCU presentaron la mayor producción sCD73, la cual  correlacionó con la mayor 

capacidad para generar adenosina a partir de AMP. Los hallazgos encontrados en nuestro 

sistema de cultivo nos permiten evidenciar, por primera vez en la literatura, que células 

tumorales de CaCU pueden liberar CD39 y CD73 en su forma soluble al medio extracelular, 

y por tanto pueden participar en la generación de un microambiente tumoral 

inmunosupresor.   
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3. Marco teórico.  
 

  

3.1 Cáncer   

  

Las células cancerosas rompen las reglas más básicas del comportamiento celular 

mediante el cual los organismos multicelulares se construyen y mantienen, explotando todo 

tipo de oportunidad (Alberts, 2008).  

 

El cáncer es un crecimiento anormal de las células causado por múltiples cambios en la 

expresión de genes que conducen al desequilibrio de la proliferación y la muerte celular, 

finalmente en constante evolución en una población de células que puede invadir tejidos y 

metastatizar a sitios distantes, causando una morbilidad significativa y, si no se trata, la 

muerte del huésped (Ruddon, 2007).  

 

Las mutaciones en dos grandes clases de genes han sido implicados en la aparición del 

cáncer: proto-oncogenes y genes supresores de tumores. Los proto-oncogenes se activan 

para convertirse en oncogenes por mutaciones que hacen que el gen sea excesivamente 

activo en la promoción del crecimiento. Los genes supresores de tumores normalmente 

frenan el crecimiento, por lo que el daño a estos genes permite el crecimiento inadecuado 

(Lodish  et al, 2006). 

 

En 2012 había 14.1 millones de nuevos casos de cáncer y 8.2 millones de muertes. El 65% 

de las muertes se produjeron en las regiones menos desarrolladas (Globocan, 2015). En 

México el cáncer es la tercera causa de muerte en la población, precedida por 

enfermedades del corazón y diabetes (INEGI, 2014).  

 

Los cánceres más comunes del tracto reproductor femenino son los carcinomas cervicales, 

de ovario y de endometrio. En 2015 se reportaron 12, 900 casos nuevos de CaCU 

(Frumovitz, 2016). El CaCU en la escala mundial, representa el segundo tipo de cáncer más 

frecuente en las mujeres, con un estimado de 528 mil nuevos casos anualmente (Globocan, 

2015). El factor etiológico central para el desarrollo de CaCU es la infección persistente por 

los tipos de virus del papiloma humano (VPH) oncogénico de alto riesgo (Ibeanu, 2011). En 
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México el CaCU representa la tercera causa de muerte por tumores genitales en mujeres, 

abarcando 13.43 por cada 100,000 habitantes (INEGI, 2014).  

 

 

3.1.2 CaCU y VPH   

  

En 1977 el doctor Harald Zur Hausen publicó la hipótesis de que la infección por  VPH juega 

un papel importante como agente causal del CaCU, posteriormente en 1983 y 1984 Zur 

Hausen y colaboradores identificaron a los tipos VPH16 y VPH18 en CaCU (Morshed et al, 

2014).   

 

El VPH es uno de los más poderosos carcinógenos biológicos  y se ha implicado en cáncer 

de varias partes anatómicas. A nivel mundial, los tipos más comunes de VPH asociados 

con CaCU, denominados también como VPH de alto riesgo, son los tipos 16 (57%), 18 

(16%), 58 (5%), 33 (5%), 45 (5%), 31 (4%), 52 (3%), y 35 (2%),  (Crosbie et al, 2013). Los 

tipos 16 y 18 de VPH son responsables de aproximadamente el 70% de todos los cánceres 

de cuello uterino (Xiang-Mei et al, 2014, Crosbie et al, 2013, Walboomers et al 1999). El tipo 

16 es principalmente asociado con CaCU y el tipo 18 es frecuentemente asociado con 

carcinomas escamosos celulares (Hopenhayn, et al 2014, Morales-Sánchez y Fuentes-

Pananá, 2014).  

 

Mientras que la infección persistente por un VPH oncogénico es necesaria para la 

carcinogénesis, existen otros factores y eventos moleculares aún no definidos que 

conducen a la transformación de las células epiteliales cervicales a un estado maligno. El 

desarrollo de CaCU está precedido por una serie de anormalidades celulares que se 

caracterizan por variaciones citológicas e histológicas así como irregularidades en el 

citoplasma nuclear (Crosbie et al, 2013).  

 

La progresión de la infección de VPH a CaCU es un proceso que puede ser dividido en 4 

etapas. La primera etapa comprende la infección con VPH (en la mayoría de los individuos 

la infección es eliminada en 2 años), sin embargo en el 10% de las infecciones el virus 

puede persistir por varios años y es fuertemente asociado con el diagnóstico de lesiones 

intraepiteliales de bajo grado (LIBG). La segunda etapa es caracterizada por una leve 
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displasia debido a la progresión persistente de las células infectadas hacia células 

precancerosas, esta lesión puede progresar en la tercera etapa hacia lesiones 

intraepiteliales de alto grado (LIAG) caracterizada por una displasia moderada. La lesión de 

alto grado consigue avanzar hacia la última etapa que corresponde al carcinoma invasivo.  

Durante las dos primeras etapas la regresión espontánea es común (Piersma, 2011).  

  

3.1.3 VPH   

  

Los virus del papiloma, pertenecientes a la familia Papillomaviridae, son un gran grupo de 

pequeños virus de ADN, que pueden inducir tumores epiteliales escamosos (verrugas y 

papilomas) en diferentes localizaciones anatómicas (Morshed et al, 2014).  

 

Las infecciones por VPH mucosos representan la infección de transmisión sexual más 

común en todo el mundo, se estima que hasta el 80% de las mujeres han estado expuestas 

al VPH (McLaughlin-Drubin, & Münger, 2009).  

 

El VPH tiene tropismo selectivo para epitelios cutáneos o mucosos y se dividen en dos 

grupos: de bajo riesgo, que causan lesiones benignas, llamados papilomas (pequeñas 

neoplasias como verrugas) que suelen disminuir por sí solos; y de alto riesgo, que causan 

la transformación maligna y se pueden convertir en tumores grandes (Rosales & Rosales, 

2014). Los cuatro principales tipos de VPH que causan la enfermedad genital son 6, 11, 16 

y 18 (Ibeanu, 2011).  

 

La partícula viral del papiloma humano tiene una cápside de 72 capsómeros (60 hexámeros 

y 12 pentámeros), con un diámetro aproximado de 55 nm y que contiene al genoma viral 

(López y Lizano 2006) que consta de un ADN circular de doble hebra de aproximadamente 

8.000 pares de bases de nucleótidos asociadas con histonas (Zandberg, 2013). Los 

capsómeros están hechos de dos proteínas estructurales: L1 en mayor proporción y L2 

(López y Lizano 2006). El ADN se divide en tres regiones: la región larga de control LCR, 

que no contiene marco de lectura alguno; la región que corresponde a las proteínas 

tempranas (E1 a E7) y la región que corresponde a las proteínas tardías (L1 y L2) (Figura 

1, Cuadro 1).  
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La L1 es la región más conservada dentro del genoma y por lo tanto se ha utilizado para la 

identificación de nuevos tipos de papiloma virus (Morshed et al, 2014). A  la fecha se han 

identificado más de 180 tipos de VPH a partir de diferentes lesiones, clasificados por 

secuencia de ADN y nombrados secuencialmente (Rosales & Rosales, 2014).  

 

  

 

 

Figura 1.  Representación esquemática del genoma del VPH. Se observa la disposición de las proteínas 
tempranas y tardías así como la doble cadena de DNA. Tomado de López y Lizano 2006.  

  

 

El VPH es un patógeno exclusivamente intraepitelial, se cree que el virus infecta a los 

queratinocitos basales primitivos, probablemente dañados. Un alto nivel de expresión 

génica con producción de proteína viral y el ensamblaje del virus se produce sólo en las 

capas diferenciadas superiores del estrato espinoso y granuloso del epitelio escamoso. El 

VPH entra en las células basales mitóticamente activas a través de micro abrasiones en el 

epitelio del cuello uterino. El virus puede permanecer latente hasta que se libera la 

regulación negativa de la transcripción viral en estas células por factores celulares (Stanley, 

2012).  

Modelos experimentales sugieren que la infección por VPH requiere el acceso de partículas 

virales (compuesto de DNA viral y dos proteínas de la cápside: L1 y L2)  a la lámina basal, 

así como de la interacción con proteoglicanos heparan sulfato y posiblemente laminina. Los 
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cambios estructurales en la cápside facilitan la transferencia a un receptor secundario en el 

queratinocito basal el cual es necesario para la internalización del genoma viral al núcleo 

(Doorbar et al, 2012).  

 

Después de la infección, los genes tempranos del VPH E1, E2, E4, E5, E6 y E7 se expresan 

en las células infectadas, posteriormente hay una ronda de replicación del ADN viral 

independiente del ciclo celular y la amplificación del número de copias virales,  de alrededor 

de 50 a 100 copias por célula (Doorbar et al, 2012, Stanley, 2012); asimismo, el genoma 

viral se mantiene de manera episomal con  pocas  copias (Stanley, 2012, Moody y Laimins, 

2010).  

 

Cuadro 1. Función de genes de VPH. Tomado de Bravo & Félez-Sánchez, 2015  

 

 

 

La síntesis de nuevos viriones se produce sólo después de que la célula infectada ha 

experimentado la mitosis y una de las células hijas infectadas se ha diferenciado y migrado 
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de la capa basal. La diferenciación de células positivas para VPH induce la fase productiva 

del ciclo de vida de la célula. La expresión de E6 y E7 desregula el control del ciclo celular 

llevando a las células diferenciadas a la fase S del ciclo celular, permitiendo la amplificación 

del genoma viral en células que normalmente saldrían del ciclo celular (Figura 2) (Moody y 

Laimins, 2010).  

 

La integración del DNA viral se asocia con la transición hacia un carcinoma invasivo. La 

inserción del DNA en el huésped puede ser completa o pude sufrir una pérdida parcial de 

genes virales. La pérdida de E1, E2, E4, E5 y L2 ocurre con frecuencia, incrementando el 

potencial de inmortalización de las proteínas E6 y E7 (Piersma, 2011).  

  

 

Figura 2. Proceso de infección por VPH en epitelio. Tomado y modificado de Moody y Laimins 2010. Los 
papilomavirus infectan queratinocitos en la capa basal del epitelio que se encuentra expuesta debido a 
microlesiones. El epitelio sin infección (izquierda) y epitelio con infección (derecha). Los viriones son liberados 
de las capas superficiales del epitelio (hexágonos rojos).   

  

 

 

3.2 Sistema inmune  

  

El sistema inmune surgió por evolución para proteger a los organismos multicelulares de 

los agentes patógenos, genera una variedad de células y moléculas capaces de reconocer 

y eliminar de manera específica a agentes extraños. La inmunidad es el estado de 
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protección contra una enfermedad infecciosa (Kindt et al, 2007). Las respuestas del ser 

humano contra infecciones provocadas por agentes patógenos potenciales son conocidas 

como respuestas inmunitarias. La respuesta inmunitaria específica, como la producción de 

anticuerpos contra un agente patógeno particular o sus productos es conocida como 

respuesta inmune adaptativa, mientras que la respuesta inmune innata no es específica 

para algún patógeno (Figura 3) (Murphy et al, 2009).  

 

3.2.1 Inmunidad Innata.  

  

La inmunidad innata, también llamada natural, se encuentra constituida por mecanismos de 

defensas celulares y bioquímicos.  Los principales componentes de la inmunidad innata son 

las barreras físicas y químicas, células fagocíticas, células NK y proteínas sanguíneas. 

Representa la primera línea de defensa contra las infecciones. Varios componentes de la 

inmunidad innata funcionan en todo momento, entre ellos se encuentran barreras que 

impiden la entrada de los microbios por medio de superficies epiteliales como la piel y 

revestimiento del tubo digestivo, así como de las vías respiratorias (Abbas, 2012). La  

inmunidad innata es activada por muerte o daño celular (Boraschi y Duschl 2014, Stanley 

2006).   

 

Parte de las células encargadas de la inmunidad innata (macrófagos y células NK) segregan 

citocinas que activan fagocitos y estimulan la reacción celular conocida como inflamación 

(Abbas, 2012).   

 

La estrategia de la inmunidad innata no consiste en reconocer cada patógeno en particular, 

sino en reconocer un grupo de patrones moleculares altamente conservados  y que son 

comunes a un grupo o familia entera de patógenos (Boraschi y Duschl 2014, Regueiro 

2002).  

  

3.2.2 Inmunidad Adaptativa.  

  

La inmunidad adaptativa se encuentra en vertebrados, genera respuestas inmunes a 

antígenos extraños, así como células de memoria (Boraschi y Duschl 2014, Stanley 2006). 

Existen dos tipos de respuestas inmunitarias adaptativas llamadas inmunidad humoral e 

inmunidad celular en las cuales intervienen diferentes componentes del sistema inmunitario.  
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En la inmunidad adaptativa, específica o adquirida las principales células del sistema 

inmunitario son los linfocitos, las células presentadoras de antígenos (CPAs) y las células 

efectoras (Abbas, 2012).   

  

Los principales responsables de la inmunidad adaptativa son un tipo de leucocitos 

denominados linfocitos T y B. Los linfocitos son capaces de reconocer a los patógenos tanto 

fuera (linfocitos B) como dentro de las células del organismo (linfocitos T). La inmunidad 

adaptativa es la base de la memoria inmunológica (Díaz Martín  et al 2013, Regueiro 2002).  

 

La inmunidad humoral cuenta con moléculas presentes en la sangre y en las secreciones 

mucosas, que reciben el nombre de anticuerpos, producidos por los linfocitos B. Los 

anticuerpos reconocen a antígenos microbianos, neutralizan la infección y los marcan para 

su eliminación por diversos mecanismos. La inmunidad humoral es el principal mecanismo 

de defensa contra los microbios extracelulares (Abbas 2012).  

 

La inmunidad celular queda a cargo de los linfocitos T. Los microbios intracelulares como 

los virus y algunas bacterias, sobreviven y proliferan en el interior de los fagocitos y de otras 

células del huésped. La defensa contra estas infecciones corresponde a la inmunidad 

celular, que fomenta la destrucción de los microorganismos residentes en los fagocitos o la 

desaparición de las células infectadas para suprimir los reservorios de la infección (Abbas 

2012).  
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Figura 3.- Representación de la inmunidad innata y adaptativa, se observa la cinética de  infección en cada una. 
Tomada de Abbas 2012 

 

  

3.2.3 Linfocitos T  

  

Los linfocitos constituyen del 20 al 40% de los glóbulos blancos en la sangre. En términos 

generales los linfocitos pueden subdividirse en tres poblaciones principales: linfocitos B, 

linfocitos T y células asesinas naturales (NK) con base en la función y los componentes de 

la membrana celular (Kindt et al, 2007).   

 

Los linfocitos T provienen de precursores que se originan en la medula ósea y de allí pasan 

al timo, donde maduran (Regueiro, 2002). Los linfocitos T en maduración expresan en su 

membrana una molécula de unión a antígeno única denominada receptor de la célula T  

(TCR) (Kindt et al, 2007) mediante el cual los linfocitos T son capaces de identificar al 

antígeno de forma específica (Regueiro, 2002).  

 

La mayoría de los receptores de linfocitos T únicamente pueden identificar antígenos unidos 

a proteínas de membrana celular llamadas moléculas del complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC). Cuando un linfocito T virgen encuentra un antígeno asociado 
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con una molécula MHC en una célula, prolifera y se diferencia en linfocitos T de memoria y 

varios linfocitos T efectores  (Kindt et al, 2007). 

 

Existen dos tipos fundamentales de linfocitos T: los linfocitos T citotóxicos (Tc) que son 

portadores de la molécula CD8 en su membrana plasmática y los linfocitos T cooperadores 

(Th; helper) que expresan la molécula CD4. La función de los linfocitos Tc es lisar a las 

células que presentan péptidos extraños al organismo (Regueiro 2002).  

 

Los linfocitos Th (CD4+) representan una población específica en la respuesta inmune, 

proveen ayuda principalmente a través de la secreción de IL-2, también contribuyen a la 

eliminación del virus en ausencia de las células T CD8+. En la regresión de las lesiones 

cervicales precursoras  denominadas NIC1, se percibe una mayor tendencia a incrementar 

la  proporción de CD4 respecto a los linfocitos CD8 en el estroma (Patel, 2009). No obstante, 

en las lesiones de VPH de alto riesgo existe una tendencia general de disminuir la 

proporción de las células T CD4+. Por otro lado, la respuesta de las células T cooperadoras 

hacia la proteína  E2 de VPH se correlaciona con regresión en individuos con lesiones 

intraepiteliales escamosas de bajo grado (Hibma, 2012).  

 

Una vez estimuladas por las CPA, las Th vírgenes o Th0 pueden diferenciarse hacia células 

efectoras con un fenotipo Th1, Th2, Th17 o T reguladoras (T reg). El fenotipo Th1 exhibe 

una acción pro-inflamatoria, activan la inmunidad celular e inducen una respuesta pro-

inflamatoria contra patógenos intracelulares por medio de la liberación de IFN-γ, secretan 

IL-2, IL-12 y TNF-α. El fenotipo Th2 que presenta una acción anti-inflamatoria son 

importantes para la inmunidad humoral activando la proliferación de linfocitos B y producen 

citocinas anti-inflamatorias como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. El fenotipo Th17 se involucra con 

la autoinmunidad y las respuestas inflamatorias mientras que las T reg son importantes para 

suprimir la activación, proliferación y funciones efectoras de varias células inmunes 

incluyendo linfocitos T, células NK, linfocitos B y CPA (Fernandes et al, 2015).  

 

Los linfocitos T CD8+ secretan IFN-γ, proliferan en presencia de IL-2 y muestran efectos 

citolíticos mediados por moléculas como granzimas y perforinas. Las células CD8+ 

responden a antígenos presentados en el contexto del MHC clase I después de la infección 

de CPA profesionales, sin embargo no existe evidencia para apoyar la infección productiva 
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de estas células por el HPV (Hibma, 2012, Broere et al, 2011). La función de las células T 

CD8+ es matar células infectadas (Murphy et al, 2009).  

  

Los linfocitos T reguladores (T reg) representan cerca del 5% de linfocitos T CD4+ 

circulantes en la sangre periférica. Los T reg son responsables de mantener la respuesta 

inmune en equilibrio. En individuos sanos, los T reg naturales (nTreg) derivados del timo 

son responsables de la tolerancia periférica y la homeostasis inmune. En situaciones 

patológicas, los nTreg son sustituidos en gran parte por T reg inducidos (iTreg), los cuales 

se desarrollan y funcionan en respuesta a estímulos microambientales únicos y regulan 

diversos tipos de respuestas de linfocitos T cooperadores (Th) durante la inflamación. En el 

cáncer, los T reg participan en la evasión inmune del tumor, se acumulan en los tejidos 

tumorales  y la circulación periférica (Whiteside & Jackson, 2013).  

 

3.3 Respuesta inmune contra CaCU  

  

La infección es generalmente controlada por el sistema inmune y solamente en pocas 

personas el VPH persiste incrementando el riesgo de desarrollar lesiones intraepiteliales 

(Morales-Sánchez y Fuentes-Pananá, 2014). Las respuestas inmunes del huésped hacia el 

VPH son generalmente de bajo nivel, ya que el virus está protegido de las células inmunes 

circulantes durante las etapas iniciales de la infección (Torres-Poveda, 2014).   

 

La primera defensa contra la infección por VPH y otros patógenos es la barrera mecánica 

de un epitelio pluriestratificado. Las células de la inmunidad innata juegan un papel 

importante en este proceso incluyendo: macrófagos, células dendríticas (CD) y células NK. 

Se ha demostrado in vitro que tanto los macrófagos como las CD son capaces de matar 

células transformadas.  Como segunda línea de defensa se encuentra la inmunidad 

adaptativa inducida por CPA a través de una respuesta Th1 y pueden eliminar células 

infectadas con VPH vía linfocitos citotóxicos. (Langers et al, 2014). Se pueden detectar 

respuestas sistémicas de células T en baja frecuencia hacia las proteínas tempranas E2 y 

E6 así como a péptidos en baja frecuencia en distintos puntos durante el ciclo de vida del 

virus. Los niveles de anticuerpos neutralizantes son bajos, éstos tienen su pico en las 

regresiones del virus (Stanley, 2006).  

La infección con VPH se asocia con daño tisular, el papel de la inflamación en la infección 

inicial por VPH no es bien entendido, sin embargo hay evidencia de factores inflamatorios 
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y células que pueden influir en la regresión o en la persistencia de la infección. En lesiones 

intraepiteliales de bajo grado y en neoplasias cervicales de alto grado la inflamación es 

caracterizada por elevados números de macrófagos en el sitio de la lesión, lo cual es 

asociado con progresión o persistencia (Hibma, 2012).  

 

Estudios serológicos basados en el uso de partículas tipo virales  (VLP’s) indican que en el 

50% de los casos la infección por VPH causa una respuesta humoral contra epítopes 

conformacionales específicos de la cápside mayor de la proteína, L1. En el 50% restante la 

infección desaparece dejando atrás una  respuesta de anticuerpos no detectable (Cid-

Arregui, 2009).  

 

3.4  VPH y evasión de la respuesta inmune.  

  

Durante la transformación maligna existe una lucha continua de las células tumorales con 

el sistema inmune. El período entre la infección y la aparición de lesiones es muy variable 

y puede oscilar de semanas a meses, lo que sugiere que el virus evade las defensas del 

huésped con eficacia.  Esto se debe a que el virus no es citolítico, es decir, no genera la 

muerte de la célula huésped por replicación, por  tanto no hay inflamación y existe poca o 

ninguna liberación de citocinas pro-inflamatorias, importantes para la activación y migración 

de las células CPA hacia  el medio local (Stanley, 2012).  

 

El tumor desarrolla varios mecanismos para escapar a la inmunovigilancia, estos 

mecanismos incluyen:  

 La regulación a la baja del MHC clase I (MHC-I) y una alteración en el procesamiento 

antigénico.  

 Resistencia a la inmunidad mediada por apoptosis  

 Expresión de factores inmunosupresivos  

 Atracción de células inmunes capaces de inhibir la respuesta inmune.  

 

La proteína E6 de los virus de alto riesgo reduce la expresión en superficie de MHC-I por 

parte de células epiteliales reduciendo su habilidad para presentar antígenos del virus de 

papiloma. Los receptores tipo Toll activan a las CPAs como parte de la respuesta inmune 

innata a la infección por el virus, sin embargo la transcripción del receptor tipo Toll-9 es 
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inhibida por la expresión de E6 y E7 de alto riesgo. E7 reduce la expresión de TAP1, un 

componente clave en el procesamiento y presentación antigénica, previniendo la activación 

de linfocitos T citotóxicos específicos (Crosbie et al, 2013).  

 

Los factores inmunosupresivos producidos por las células tumorales pueden contribuir a la 

formación de un microambiente supresor. Entre estos factores se incluye a la indolamina 

2,3 dioxigensa (IDO), VEGF, TGF-β e IL-10 (Piersma, 2011, Albini A et al 2007).  

 

La atracción de células inmunes con propiedades inmunosupresivas incluye miembros de 

la inmunidad innata como de la inmunidad adaptativa. Estudios recientes en T reg de 

pacientes con NIC y CaCU mostraron frecuencias elevadas de T reg en sangre periférica 

asociados con respuestas inmunes pobres hacia antígenos tumorales, contribuyendo así a 

la evasión inmune (Patel,  2009).  

 

Las proteínas del VPH regulan negativamente las vías de señalización en la inmunidad 

innata en los queratinocitos infectados. La liberación de citocinas pro-inflamatorias (IFN-α, 

IFN-β) es reducida por consiguiente hay menos activación y migración de las células de 

Langerhans (CL) y menos reclutamiento de CD estromales y macrófagos (Langers et al, 

2014).  

 

Algunos descubrimientos han sugerido que los mecanismos de evasión inmune por la 

infección con VPH pueden actuar en las etapas tempranas de la infección como un 

mecanismo necesario para el éxito de la infección viral. El microambiente de lesiones de 

bajo grado es predominantemente anti-inflamatorio y es modificado en una forma que 

favorece la infección por VPH, también se encuentran altos niveles de IL-10 y una 

sobreexpresión de TGF-β (Figura 4) (Amador-Molina et al, 2013).  

 

La vía de señalización purinérgica, en donde el ATP extracelular, ADP y Ado actúan como 

las principales moléculas de señalización, ha surgido como un importante jugador en la 

progresión del cáncer (Gao et al, 2014).    
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Figura 4.-  VPH y evasión de la respuesta inmune.  Después de la integración del genoma viral en el genoma 
del huésped las oncoproteínas virales son sobreexpresadas y se induce el desarrollo de las células tumorales. 
Las oncoproteínas muestran varias actividades inmunosupresivas. La migración de las células de Langerhan y 
células dendríticas en sitios dañados es alterado. Tomado y modificado de  Langers et al 2014.  

  

  

3.5 Vía adenosinérgica.  

  

El ATP es una molécula que participa en varios procesos fisiológicos incluyendo la 

respuesta inmune, proliferación celular, diferenciación y muerte celular (Andrade et al, 

2014). El ATP extracelular es liberado al microambiente en respuesta al daño tisular o al 

estrés celular (Stagg & Smyth, 2010). El microambiente tumoral es rico en ATP extracelular 

y adenosina, el efecto de estas moléculas depende tanto de la concentración de ATP 

extracelular y de la velocidad de degradación del ATP hacia adenosina por las ecto-

nucleotidasas presentes en la membrana extracelular (Andrade et al, 2014).   
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La exposición prolongada a ATP extracelular puede inhibir las funciones de las CDs. Las 

CDs estimuladas con ATP producen menos citocinas pro-inflamatorias, pero más IL-10 e 

IFN-γ (Stagg & Smyth, 2010).  

 

Muchos tipos celulares expresan enzimas en su superficie celular que catalizan la hidrólisis 

de fosfonucleótidos. Normalmente este proceso ocurre en una serie de 3 pasos. Primero, 

múltiples tipos celulares liberan nucleótidos intracelulares particularmente en la forma de 

ATP y  ADP;  segundo, estos nucleótidos extracelulares son rápidamente convertidos a 

AMP por CD39; y finalmente, el AMP es convertido a Ado extracelular por CD73  (Figura 5) 

(Eltzschig, 2009, Regateiro et al 2013, Bynoe et al, 2015).  

 

 

 

Figura 5.- Esquema de la vía adenosinérgica. La acción secuencial de CD39 y CD73 en la cual el ATP 
extracelular es degradado representa la principal vía de generación de adenosina dentro del microambiente 
tumoral. Altas concentraciones de adenosina inhiben la activación de células dendríticas, células NK y linfocitos 
T. Tomado de Zhang, 2010.   

 

 

CD39 (NTPDasa 1, E.C. 3.6.1.5) es una proteína integral de membrana que fosfohidroliza 

ATP en una manera dependiente de Ca2+ y Mg2+, fue descrita como un marcador de 
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activación en linfocitos B, es también la más expresada por monocitos-macrófagos. 

Estructuralmente es caracterizada por dos regiones transmembranales, las cuales son 

importantes para el mantenimiento de la actividad catalítica y especificidad de sustrato. Se 

vuelve activa enzimáticamente sobre su localización en la superficie celular y su 

glicosilación es crucial para el correcto desdoble  de proteínas y actividad enzimática 

(Antonioli et al, 2013, Dwyer et al 2007, Robson et al, 2006). CD39 se encuentra expresada 

en las células endoteliales y en muchos tipos de células hematopoyéticas activadas como 

células B, células NK, subconjuntos de células T activadas, macrófagos y CDs (Ghiringhelli 

et al, 2012, Dwyer et al 2007).   

 

CD39 ha sido reconocido como un punto de control crítico en la regulación de acumulación 

de leucocitos dentro de tejidos hipóxicos, se considera que desempeña un papel 

inmunoregulador celular por hidrólisis de ATP o ADP liberado por las células T durante la 

presentación de antígenos, generando con ello adenosina. En mamíferos se han 

identificado 8 formas análogas, cuatro de estos (NTPDasa1, NTPDasa2, NTPDasa3 y 

NTPDasa8) se encuentran localizadas en la membrana celular, mientras que las NTPDasas 

4-7 comparten una localización intracelular. Han sido reportados formas solubles de 

NTPDasa 5 y 6 (Zimmermann et al, 2012).  

 

CD73 (ecto 5’nucleotidasa, ecto 5’-NT EC 3.1.3.5) es un glicofosfatidilinositol (GPI) 

compuesto de 523 aminoácidos, con un peso molecular de 70 kDa anclado a la superficie 

celular (Allard, 2014, Zhang, 2010). Funciona como una molécula de co-señalización en 

linfocitos T y como una molécula de adhesión importante para la unión del linfocito al 

endotelio. Estudios previos reportan que CD73 participa en las interacciones célula-célula, 

célula- matriz extracelular, en la resistencia a fármacos y en la promoción del tumor (Zhang, 

2010). Se expresa en subconjuntos de células T, células mieloides, células estromales de 

la médula ósea, células epiteliales del timo y células B humanas (Regateiro, et al, 2013).  

 

En mamíferos han sido clonados 7 isoformas de 5’ nucleotidasas de las cuales 4 son 

ubicuos (eN, CN-II, CdN, mdN), mientras que las tres restantes muestran expresión 

específica de tejido (CN-IA, CN-IB, CN-III). Cinco isoformas se localizan en el citosol, una 

en la matriz mitocondrial y otra se encuentra unida a la cara externa de la membrana 

plasmática. CN-I nombrada 5’nucleotidasa AMP-específica por su alta actividad específica 

con AMP a concentraciones milimolares, se encuentra localizada en el citoplasma, es 



Molina Castillo Gabriela.  

  

20  

  

fuertemente activada por ADP, su actividad es influenciada por el pH así como por diversos 

cationes divalentes como Mg2+, Mn2+ y Co2+ (Borowieck et al, 2006, Bianchi & Spychala 

2003).  

 

CN-II tiene actividad fototransferasa y la formación de una unión covalente fosfoenzimática. 

Bajo condiciones fisiológicas el fosfato puede ser transferido hacia inosina, guanosina y 

hacia otros análogos nuclueósidos. CN-III también conocida como PN-I, P5’N1 o UMPH-I 

se inhibe con la exposición a metales pesados cataliza la desfosforilación de nucleósido 

monofosfato de pirimidina a sus correspondientes nucleósidos. Es menos activa con 

nucleótidos de purina (Borowiec et al 2006).  

 

CD39 y CD73 se han encontrado sobre-expresados en muchos tipos de líneas celulares 

cancerígenas: leucemia, glioblastoma, melanoma, cáncer de ovario, vejiga, tiroides, 

esofágico, gástrico, de colon, de próstata y cáncer de mama (Gao et al, 2014, Yegutkin G 

et al, 2012, Clayton et al, 2011, Aliagas et al, 2014).   

 

La expresión de estas ecto-nucleotidasas ha sido sugerido como un marcador pronóstico 

en ciertos tipos de cáncer, debido a que han sido asociados con un mayor crecimiento e 

invasión tumoral (Yegutkin G, et al 2011, Jin et al, 2010, Yegutkin G, et al, 2012).   

 

En el ambiente neoplásico, las células cancerígenas y las células inmunes interactúan 

estrechamente para generar un ambiente inmunosupresivo. Varios estudios han señalado 

la tarea que llevan a cabo CD39 y CD73 en la generación de este ambiente inmunosupresor 

caracterizado por los altos niveles de adenosina. El complejo CD39/CD73 participa en el 

inmunoescape tumoral inhibiendo la activación, la expansión clonal y migración de los 

linfocitos T (CD4+ y CD8+) hacia el sitio del tumor  (Antonioli et al, 2013).   

 

Dentro de los microambientes cancerígenos, CD73 juega un papel crítico en la promoción 

del crecimiento tumoral. La adenosina producida por CD73 derivado de tumor ha 

demostrado provocar la liberación autócrina de VEGF, promoviendo así la formación de 

nuevos vasos en el microambiente tumoral (Antonioli et al, 2014).   
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CD73 y la producción de adenosina  han sido implicados directamente en la evasión tumoral 

(Regateiro et al, 2013). La adenosina inhibe potentemente una serie de respuestas 

celulares incluyendo: proliferación antígeno inducida, supresión de IL-2 y citocinas pro-

infamatorias como IFN-γ y TNF-α, sobre-regulación de CD25, inducción de moléculas 

efectoras citolíticas como perforinas y Fas-L, adhesión de linfocitos a células tumorales y 

exocitosis granular por CTL (Zhang, 2010). Por otro lado, la adenosina desaminasa (ADA; 

EC 3.5.4.4) regula estrechamente las concentraciones extracelulares y en plasmáticas  de 

adenosina, ésta  es activada a altas concentraciones de adenosina (>10 µM) para 

convertirla en inosina   (Borowieck et al, 2006; Robson et al, 2006).  

 

 3.5.1 sCD39 y sCD73  

  

Recientemente  se ha demostrado que una forma soluble y catalíticamente activa de CD39 

se encuentra en la circulación sanguínea (Antonioli et al, 2013, Zimmermann et al, 2012); 

asimismo, se probó que la forma soluble de CD39 (sCD39)  aislada de células de insecto 

tiene actividad catalítica (Chen & Guidotti, 2001).   

 

Las 5’ nucleotidasas solubles han sido ligadas a la resistencia de fármacos empleados en 

el tratamiento contra el cáncer, debido a su habilidad para metabolizar varios monofosfatos 

análogos (Borowieck  et al, 2006).   

 

Estudios realizados por Klemens y colaboradores en 1990 detectaron por primera vez que  

cerca del 25% de las células provenientes de placenta producen formas solubles de CD73 

(sCD73). Las formas solubles de CD73  son el resultado de la hidrólisis de las formas unidas 

a membrana, ya sea  por la  fosfolipasa específica a  fosfatidilinositol,  o por un corte 

proteolítico en la región de la proteína  GPI que une a la ectonucleotidasa CD73. Sin 

embargo, las formas solubles de CD73, pueden presentar diferente actividad enzimática 

que los formas ancladas en membrana, tal como ha sido reportado para sCD73 obtenida 

del plasma seminal de toro, cuya actividad enzimática fue diferente de la presentada por la 

enzima anclada a membrana, ya  que el AMP no fue el sustrato preferido (Allard, 2014, 

Zimmermann et al, 2012). Por otro lado, también se han reportado formas solubles para 

CN-I y CNII, en donde se ha encontrado que la que presenta mayor actividad enzimática es 

sCN-II (Borowieck et al, 2006, Zimmermann, 1992).  
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Recientemente se ha reportado que las formas solubles de las ectonucleotidasas también 

pueden encontrarse ancladas en membranas de microvesículas o exosomas, las cuales   

son liberadas por diferentes tipos celulares (Zimmermann et al, 2012).  Estudios realizados 

en estas formas solubles obtenidas de cultivos celulares de diferentes tejidos, así como de  

suero, fluido seminal y fluidos sinoviales, han mostrado que estas ectonucleotidasas 

conservan gran parte de su actividad catalítica, de hecho  incrementan su expresión en 

enfermedades inflamatorias y tienen la capacidad de  difundir entre las células y conferir 

actividad enzimática a sitios distantes (Allard, 2014; Maksimow et al 2014).   

 

3.6  Células mesenquimales (MSC).  

  

Las células estromales mesenquimales (MSC) son una población celular heterogénea con 

la capacidad de diferenciarse en diversos linajes (Figura 6). Fueron descritas por 

Friedentstein y colaboradores en los años 70´s como células adherentes con apariencia tipo 

fibroblastos capaces de diferenciarse hacia células de origen mesodérmico, como 

osteocitos, adipocitos, y condrocitos (James 2013, Rastegar  et al, 2010, Romero et al, 

2007).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura   6.- Diferenciación de MSC hacia diferentes linajes. Tomado de James 2013. 

 

 

Las MSC frecuentemente son aisladas de la médula ósea, tejido adiposo, sangre de cordón 

umbilical, aunque también se pueden aislar de la mayoría de los tejidos postnatales (Gazdic 



Molina Castillo Gabriela.  

  

23  

  

et al, 2015). La Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) ha propuesto los 

siguientes criterios para la caracterización de BM-MSC humanas: (a) la adherencia al 

plástico en condiciones normales de cultivo; (b) la expresión de moléculas de superficie 

tales como CD73, CD90, CD105 y ausencia de CD34, CD45, HLA-DR, CD14 o CD11b, 

CD79a, CD19 y (c) la capacidad de diferenciarse in vitro en osteoblastos, adipocitos, y 

condroblastos (Dominici M et al, 2006).  

 

Uno de los mecanismos por los que las MSC modulan la respuesta inmune es a través de 

la generación de células T reg. En un estudio realizado por Saldanha-Araujo y 

colaboradores en 2011 se reportó que bajo estímulos inflamatorios como los 

proporcionados por los linfocitos T activados un alto porcentaje de MSC expresa CD39 

resultando dando como resultado una elevada producción de adenosina (Saldanha-Araujo 

et al, 2011).  

 

Las MSC poseen receptores purinérgicos y ecto-nucleotidasas en la membrana plasmática; 

se ha reportado que estas células liberan nucleótidos activos como ATP dependiendo del 

estímulo (Scarfì, 2014). Las MSC pueden inhibir la proliferación tumoral y promover la 

apoptosis, promover la transición epitelio mesenquimal e incrementar la proporción de 

células madre presentes en el tumor. Nuestro grupo de investigación ha encontrado que las 

MSC derivadas de tumores de CaCU (MSC-CaCU), reducen significativamente la expresión 

de moléculas de clase I del MHC en la superficie de líneas celulares de CaCU cuando son 

co-cultivadas in vitro, favoreciendo en consecuencia la evasión al reconocimiento inmune 

por células T antígeno específicas (Montesinos JJ et al, 2013). Asimismo, se ha encontrado 

que las MSC-CaCU al igual que las  MSC obtenidas  de médula ósea (MSC-MO) y de tejidos 

cervicales normales (MSCCN) presentan una mayor expresión de CD73 con respecto a 

CD39. No obstante,  las MSC-CaCU muestran una mayor expresión de ambas 

ectonucleotidasas en relación a las MSC-Mo y MSC-CN, siendo capaces de generar 

adenosina a partir de la adición de los nucleótidos ATP, ADP y AMP la cual es capaz de 

inhibir de manera significativa la proliferación de linfocitos T citotóxicos (T CD8+) (Morales-

Ramírez, 2014). 
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3.7  Adenosina en la respuesta inmune  

  

La adenosina es reconocida como un agente bioactivo en estados inflamatorios vasculares, 

con efectos mediados en leucocitos como en células vasculares; modula la expresión de 

genes anti-apoptóticos e inmunosupresivos. (Dwyer et al, 2007). La adenosina esta 

constitutivamente presente en el sistema biológico extracelularmente a muy baja 

concentración (<1 µM) (Kumar, 2013);  sin embargo, durante condiciones de hipoxia, 

infección, isquemia, inflamación, estrés metabólico y transformación tumoral del tejido,  los 

niveles de adenosina incrementan rápidamente (Longhi et al, 2013). 

  

La adenosina se une a cuatro receptores (A1, A2A, A2B y A3) acoplados a proteínas G,  los 

cuales se expresan ampliamente por varias células, incluyendo células T, células B y CDs 

(Figura 7) (Smyth et al, 2013, Kumar 2013). La interacción de adenosina con los receptores 

A1 y A3 induce una disminución en los niveles intracelulares de AMPc;  mientras su 

interacción con  los receptores A2A y A2B, los incrementa, debido a  la activación de adenilil 

ciclasa (Stagg & Smyth, 2010, Hoskin et al  2008).  

 

 

 

 

Figura 7.-  Unión de adenosina a receptores en la célula. Imagen tomada Hoskin et al  2008. 
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La adenosina extracelular se encuentra elevada dentro de tejidos neoplásicos  como 

consecuencia de una elevada expresión y actividad de las ecto-nucleotidasas que la 

producen. Varios tipos de tumores sólidos expresan la maquinaria enzimática necesaria 

para convertir ATP a adenosina en su superficie celular. La adenosina promueve el 

crecimiento de las células tumorales, incrementa la angiogénesis, inhibe la producción de 

citosinas Th1, promueve la adhesión de las células inmunes al endotelio y contribuye a la 

supresión de las células T efectoras (Figura 8) (Longhi et al, 2013). Descubrimientos 

anteriores realizados por Blay y colaboradores han demostrado que la concentración 

extracelular de adenosina en el fluido extracelular de los carcinomas sólidos puede llegar a 

10-4 M (10-20 veces mayor que la concentración normal), lo cual puede ejercer un efecto 

promotor del crecimiento del tumor,  y un potente efecto inmunosupresor (Blay et al,  1997).   

 

La adenosina presente en el ambiente extracelular es un factor regulador inmune de potente 

protección en las células y tejidos del daño inmune, reprime también las respuestas 

inmunes en el microambiente tumoral, asistiendo la evasión inmune del tumor y se acumula 

en el microambiente tumoral (Clayton et al, 2011).   

 

La adenosina inhabilita el efecto citotóxico de las células T CD8+ y NK, predominantemente 

vía el receptor A2A permitiendo la evasión inmune del tumor. La transducción de señales a 

través del receptor A2A de adenosina inhibe la respuesta Th1 por parte de las células T 

CD4+  limitando el ambiente necesario de citocinas necesarias para el desarrollo de este 

tipo de respuestas. Por otra parte la adenosina polariza las células mieloides para 

convertirlas con un fenotipo inmunosupresor en macrófagos M2 y CD tolerogénicas, debido 

a la señalización dada por los receptores A2A y A2B (Young  et al,  2014).  

 

En células T la adenosina media el bloqueo de la vía NF-κB resultando en una potente 

supresión de la proliferación celular, supresión síntesis de citocinas IL-2, IFN-γ y TNF-α, 

expresión de perforinas y del ligando CD95.  Se ha demostrado claramente que la inhibición 

de la producción de adenosina y señalización reduce significativamente la progresión del 

tumor mejorando la respuesta inmune antitumoral. Ha sido bien documentado que los T reg 

co-expresan CD39 y CD73 y que pueden producir adenosina contribuyendo fuertemente a 

su actividad inmunosupresora. La adenosina producida por T reg ha demostrado que inhibe 

no sólo la proliferación de las células efectoras, sino también sus actividades (Umansky et 

al, 2014).  
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Es concebible que las diferentes fuentes de producción de adenosina, además de las MSC, 

contribuyen a la composición del medio inmunosupresor presente en el microambiente 

tumoral (Poggi et al, 2014).  

 

 

Figura 8.-  Efecto de la adenosina en diversos tipos celulares. Imagen tomada y modificada de Young et al 

2014.   
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4.- Justificación y Planteamiento del Problema.  
  

En nuestro país, el CaCU es la tercera causa de muertes por neoplasias en mujeres (INEGI, 

2014).  Casi todos (99,8%) los casos de CaCU se deben a tipos específicos de VPH de alto 

riesgo (Santos-López et al 2015), los subtipos de VPH 16 y 18 son los más frecuentes en 

los tumores (Hernández-Hernández et al, 2015). Durante la carcinogénesis, las células 

tumorales desarrollan varios mecanismos para escapar de la inmunovigilancia. 

Recientemente se ha propuesto que la vía adenosinérgica juega un papel importante en la 

evasión y supresión de la respuesta inmune, la producción de adenosina a través de la 

fosfohidrólisis de ATP mediada por las ectonucleotidasas CD39 (ENTPDasa) y CD73 (5´-

nucleotidasa), inhiben la activación y función efectora de linfocitos T citotóxicos (Piersma, 

2011). Nuestro grupo de investigación ha detectado mediante análisis de citometría de flujo, 

inmunocitoquímica e inmunohistoquímica,  la expresión de las ecto-nucleotidasass CD39 y 

CD73 en membrana de  varias líneas celulares de CaCu (Titla-Vilchis JI 2012; Ávila-Ibarra 

2011; López-Cisneros 2015) y tejidos derivados de tumores de CaCU de diferentes estadios 

clínicos  (Torres-Pineda 2015). Asimismo,  mediante cultivo celular con los nucleótidos ATP, 

ADP y AMP,  se ha determinado su actividad funcional para generar adenosina e inhibir la 

proliferación de linfocitos T CD8+ (Ávila-Ibarra 2011, 2014). Tomando en consideración que 

recientemente se ha propuesto que las formas solubles de dichas ecto-nucleotidasas 

pueden tener un papel en la evasión de la respuesta inmune,   el presente trabajo se llevó 

a cabo para determinar si líneas celulares derivadas de tumores de  CaCU producen las 

ectonucleotidasas CD39/CD73 de manera soluble (sCD39/sCD73), y si éstas tienen 

capacidad de generar adenosina a partir de nucleótidos de adenina ATP, ADP y AMP, lo 

cual será de gran relevancia para establecer estrategias inmunoterapéuticas que 

favorezcan la respuesta inmune antitumoral.   
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5. Hipótesis.  
  

Se ha demostrado que células tumorales derivadas de diferentes tipos de cáncer 

sobreexpresan a las ecto-nucleotidasas CD39 y CD73, y que algunas de ellas producen 

isoformas solubles que poseen actividad funcional para generar adenosina a partir de 

nucleótidos de adenina: ATP, ADP y AMP. Nuestro grupo de trabajo ha determinado, en 

líneas celulares de CaCU, la expresión y actividad funcional de ambas ecto-nucleotidasas 

para generar adenosina a partir de ATP, ADP y AMP. En consecuencia, se espera que 

líneas celulares de CaCU  produzcan las ecto-nucleotidasas CD39 y CD73 en su forma 

soluble (sCD39 y sCD73) y que éstas sean capaces de fosfohidrolizar nucleótidos de 

adenina para producir adenosina.   

  

  

6. Objetivos.  
  

6.1 Objetivo general.  

  

 Analizar la expresión y actividad funcional de las ecto-nucleotidasas CD39 y CD73 

en forma soluble  (sCD39 y sCD73) en líneas de CaCU.  

  

6.2 Objetivos particulares.  

    

 Analizar la producción  de CD39 y CD73 en forma soluble (sCD39 y sCD73) en 

líneas celulares de CaCu y MSC-CaCU.   

 

 Analizar la actividad funcional de sCD39 y sCD73 de líneas celulares de CaCu y 

MSC-CaCU para generar adenosina a partir de los nucleótidos e adenina  ATP, ADP 

y AMP. 

 

 

 

 

 



Molina Castillo Gabriela.  

  

29  

  

7. Metodología.  
  

7.1 Cultivo celular  

  

Se utilizaron tres líneas celulares de CaCU, Hela (VPH-18), CaSki (VPH16) y C33A (VPH-) 

las cuales se mantuvieron en cultivo empleando el medio RPMI 1640 de GibcoBRL (Life 

Technologies), suplementado al 10% con suero fetal de bovino (SFB) GibcoBRL (Life 

Technologies), antibióticos (penicilina 100U/mL y estreptomicina 100ug/mL), y mantenidas 

bajo condiciones de esterilidad  a temperatura constante de 37 °C en una incubadora 

(Forma Scientific), con 5% de CO2 y un ambiente de humedad saturante. Como controles 

celulares, se utilizaron MSCs derivadas de tumores de CaCu (MSC-CaCu), las cuales 

fueron generadas y caracterizadas previamente por nuestro grupo de investigación con 

base en los parámetros morfológicos, fenotípicos y de diferenciación establecidos por la 

Sociedad Internacional de Terapia Celular (García-Rocha, 2011; Montesinos-M et al, 2013).   

 

Cuando las cajas de cultivo estuvieron al 60-80% de confluencia se les retiró el medio de 

cultivo y  las células fueron desprendidas, lavadas con PBS y contadas con un 

hemocitómetro. Posteriormente 1x107 células tumorales o 1x106 MSC-CaCU fueron 

cultivadas durante 72 horas en placas de 24  pozos con 2mL de medio Opti-MEM® (Life 

Technologies) libre de suero y se dejaron en incubación por 72 horas. Posteriormente se 

colectaron los sobrenadantes y se centrifugaron a 2000xg por 10 minutos, para eliminar 

restos celulares.   

  

7.2   Detección de sCD39 y sCD73 mediante la técnica de ELISA.   

  

Para determinar la presencia de CD39  y CD73 en los concentrados de los sobrenadantes 

de las líneas celulares, se empleó un Ensayo de Inmunoabsorción Ligado a Enzimas 

(ELISA). Para ello, se  utilizaron placas de 96 pozos de fondo plano para ELISA en donde 

se colocaron por triplicado 100 µl de los sobrenadantes concentrados y se incubaron a 37 

°C en una incubadora (Forma Scientific, USA) con 5% de CO2 y un ambiente de humedad 

saturante durante 24 horas. También, en otros pozos se cultivaron por triplicado cada una 

de las líneas celulares a una densidad de 20 000 células por pozo en un volumen de 100µl 

con medio Opti-MEM®.  Después de 24 horas, las células fueron lavadas con PBS y 
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posteriormente se adicionó una solución de paraformaldehído al 2% en PBS (100 µl) 

durante 1 hora a 4oC. Después de ese tiempo, las células se lavaron 4 veces con una 

solución de PBS-SFB al 2% (300 µl por pozo) para posteriormente hacer el bloqueo de la 

placa.  

 

Los concentrados de los sobrenadantes fueron retirados de la placa  y  se procedió a hacer 

dos lavados con PBS, previo al bloqueo.  El bloqueo de cada placa, consistió  en la adición 

de 200 μl de solución compuesta por PBS-SFB al 2% y 2% de albumina sérica bovina (BSA), 

y se incubó la placa durante 1 hora a 37º C. Posteriormente los pozos fueron lavados 4 

veces con 300 μl de PBS-SFB al 2% enseguida se adicionaron 100 μl de anticuerpo primario 

(anti-CD39 eBioscience USA y anti-CD73 Novus-Biological)  a una dilución 1:1000 en PBS-

SFB al 2% y se incubó por una hora a 37º C. Después se lavó la placa 4 veces con 300 

μl/pozo de PBS-SFB al 2% y se agregó el anticuerpo secundario. Goat anti-rabbit IgG (H+L) 

Alkaline Phosphatase Conjugated Millipore diluido 1:500 en PBS-SFB al 2% y se incubó 1 

hora. Los pozos fueron lavados seis veces con PBS-SFB al 2%. A continuación se 

adicionaron 100 µl a cada pozo del sustrato para la fosfatasa alcalina disolviendo 0.03g de 

sustrato (Sigma) a 5 ml de Dietanolamina. La placa se incubó a 37°C durante 1 hora. Y fue 

leída en un lector para placas de ELISA  a una longitud de onda de 405 nm. Pozos que 

contenían células tumorales adheridas fueron considerados como positivos, mientras que 

pozos que contenían medio Opti-MEM®  fueron  considerados como negativos.  

  

7.3 Detección de sCD39 y sCD73 mediante Western-blot.  

  

Con la finalidad de determinar la presencia de sCD39 y sCD73 en los sobrenadantes de las 

líneas celulares se utilizó la técnica de Western-blot, para ello se prepararon geles de 

poliacrilamida en donde se colocaron muestras de los sobrenadantes con buffer de carga 

(Compuesto de Tris 1M con un pH de 6.8, SDS, Azul de bromofenol, Glicerol y agua miliQ) 

y muestras de lisado (L) de las células (10ug de proteína), así como de 20uL de los 

sobrenadantes (S) de las líneas celulares.    

 

El gel se enjuagó con buffer de corrida 1x (Glicina, Tris y SDS ) y se colocó en una cámara 

de electroforesis a 80 volts y 30 amperes, hasta que las proteínas llegaron al final del gel. 

Después se retiró el buffer de corrida, se separó el gel de la placa metálica y de vidrio, y fue 

transferido a una membrana de nitrocelulosa durante 1 hora a 100 amperes empleando una 



Molina Castillo Gabriela.  

  

31  

  

cámara de electrotransferencia (Hoefer, USA). Una vez separada la membrana de 

nitrocelulosa, ésta se dejó incubando toda la noche en una solución de bloqueo conteniendo 

TBS-Tween 20- BSA 3%. La solución de bloqueo fue retirada y la membana fue lavada con 

TBS-Tween 20. Posteriormente se adicionó el anticuerpo primario (5’ Nucleotidase/CD73 

Antiboody  Novusbio®) a una dilución de 1:500 en una solución de TBS-Tween 20- BSA 1% 

y se dejó incubar durante 2 horas en agitación suave. Después de retirar la solución con 

anticuerpo, la membrana fue lavada con TBSTween. Posteriormente se adicionó el 

anticuerpo secundario (Goat anti-rabbit IgG (H+L) Peroxidase Conjugated Thermo 

Scientific®) a una dilución de 1:10000 en TBS-Tween 20- BSA 1% y se dejó en agitación 

suave por 1 hora. Posteriormente el anticuerpo secundario se retiró y la membrana fue 

lavada 5 veces con TBS Tween. Para revelar la presencia de sCD73 en la membrana, se 

añadió 1 ml de luminol/ enhancer solution (Thermo Scientific, USA) y 1 ml de Stable 

peroxide solution (Thermo Scientific, USA). Se incubó por 4 minutos a temperatura 

ambiente y protegido de la luz. Finalmente la membrana fue revelada con ayuda del equipo 

Li-Cor® y del software Image Studio Lite versión 5.2.  

  

7.4  Determinación de la actividad catalítica de sCD39 y sCD73 mediante 

Cromatografía en Capa Fina (CCF).  

  

La conversión de ADP y AMP a Adenosina se analizó mediante un ensayo de cromatografía 

en capa fina, para esto los sobrenadantes concentrados de las líneas celulares  fueron 

incubados con ATP, ADP o AMP  y en presencia y ausencia de polioxotungstato de sodio  

(POM-1, Sigma USA), inhibidor específico de CD39; o de adenosina 5′-(α,β-metilen) 

diphosphato (APCP, Sigma USA), inhibidor específico de CD73,  a una concentración de 

2.5mg/mL  durante 24, 48 y 72 horas. Durante el tiempo de incubación, se colectaron 

muestras de 2µl de los sobrenadantes y se colocaron sobre laminillas de CCF fluorescentes 

de poliéster conteniendo silica gel (Sigma USA) (3x8cm). Para evidenciar la hidrólisis de los 

nucleótidos de adenina y la generación de adenosina,  las laminillas fueron colocadas 

verticalmente en una cámara de elución conteniendo 4mL de una mezcla de solventes 

orgánicos (Fase móvil) compuesta por: isobutanol: alcohol 

isoamílico:etoxietanol:amoniaco:agua (9:6:18:9:15),  la cual se dejó correr durante 45 min 

en la cámara de elución, posteriormente se retiraron para su secado a temperatura 

ambiente. Como controles se emplearon  muestras de 1µL de soluciones de Adenosina 5’-

monofosfato,  Adenosina  (Ado) e Inosina (Sigma, Life science) a una concentración de 
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5mg/mL. Los compuestos AMP y Adenosina se visualizaron y fotografiaron a través de un 

transiluminador en una cámara con luz ultravioleta (UV).   

 

7.5 Detección de la actividad catalítica de sCD39 y sCD73 mediante  

Cromatografía liquida de Ultra Resolución (UPLC).  

  

Para determinar la cantidad de adenosina producida por sCD39 y sCD73 contenidas en los 

sobrenadantes de los cultivos de células CaSki  y MSC CaCu,  se utilizó un equipo de UPLC 

aquity (Waters, USA) y el análisis se realizó empleando el software Empower 3 (Waters, 

USA). Previo a la lectura de las muestras, se prepararon estándares de adenosina a una 

concentración de 1mg/mL disueltas en fase móvil (0.5% acetonitrilo: 5% metanol: 94.5% 

acetato de sodio 0.25 M, pH 6.3) y se realizaron diluciones seriadas apropiadas (1:100) 

para establecer los límites de detección. Se realizó una curva estándar de 10 puntos 

empleando adenosina pura. Por otro lado,  los sobrenadantes de las células que fueron 

cultivadas con los diferentes sustratos se adicionaron a tubos con 200 μ l de fase móvil, se 

agitaron en durante 1 minuto y se centrifugaron 3 minutos a 12000 rpm para extraer las 

proteínas y estabilizar la adenosina; posteriormente las muestras fueron ultrafiltradas con 

filtros de amicón de 3000 daltones (Millipore, USA)  e introducidas al equipo para su 

determinación. Las condiciones de corrida de cada muestra fueron las siguientes: velocidad 

de flujo 1.0mL/min; detector UV 254-260 nm; tiempo de retención 2.0 minutos; T ambiente; 

columna de fase reversa LiChrosferRP de 18e 5 um, 100 RP-18 (tamaño 125mm x 4mm, 

5mm de tamaño de partícula). La adenosina se cuantificó comparando el tiempo de 

retención de la muestra con el de la adenosina pura empleada como control.  
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8. Resultados.  
 

8.1 Células tumorales de CaCu y MSC-CaCU producen sCD39 y sCD73.  

  

En los últimos años se ha reportado que las ecto-nucleotidasas CD39 y CD73 juegan un 

papel importante en la supresión de la respuesta inmune antitumoral, debido a su capacidad 

conjunta para fosfohidrolizar ATP y generar adenosina inmunosupresora en el 

microambiente tumoral (Horenstein et al, 2013). La expresión de estas ecto-nucleotidasas 

ha sido encontrada en membrana de células tumorales y en el estroma de algunos  tipos 

de tumores sólidos, entre ellos: cáncer colorectal (Liu  et al, 2012), cáncer gástrico (Lu et al, 

2013), cáncer de próstata (Yang et al, 2013) y cáncer de mama (Supernat et al, 2012); 

además de células  leucémicas (Zhao  et al, 2011). Por otro lado, se ha revelado que la 

forma soluble de estas ectoenzimas también puede tener un papel relevante en la supresión 

de la respuesta inmune, así como en la angiogénesis, invasión y migración  de las células 

malignas (Zimmermann  et al, 2012).   

  

En estudios previos, nuestro grupo de trabajo ha determinado la expresión en membrana 

de ambas ectonucleotidasas en  líneas celulares de CaCU, así como su  actividad funcional 

para generar adenosina al cultivar   las células tumorales en presencia de los nucleótidos 

de adenina ADP y AMP  (Titla Vilchis IJ 2012; Ávila Ibarra LR, 2011, 2014). Asimismo, 

también hemos encontrado que la expresión de CD39 y CD73 se ve incrementada cuando 

las células son cultivadas en presencia de TGF-β. Por tanto, el presente estudio se llevó a 

cabo con la finalidad de analizar si células tumorales  de CaCU producen las formas activas 

de  sCD39 y sCD73 Para ello, 1x107 células de las líneas celulares de CaCU Hela (VPH18), 

CaSki (VPH-16), C33A (VPH-), o 1x106 células estromales mesenquimales de CaCU (MSC-

CaCu) fueron cultivadas en medio libre de suero durante 72 horas y posteriormente los 

sobrenadantes fueron obtenidos mediante centrifugación.   

 

Para determinar la presencia de las moléculas sCD39 y sCD73 en los sobrenadantes de las 

líneas celulares se realizaron ensayos de ELISA empleando  anticuerpos específicos para 

cada ectoenzima. Como testigos positivos de estos experimentos,  en las mismas placas 

de ELISA se determinó la expresión de CD39 y CD73 en células tumorales (20, 000) 

sembradas 24 horas antes, con la finalidad de  cubrir la superficie de cada uno de los pozos 

de cultivo.    
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De acuerdo a lo esperado,  se encontró que los ensayos de ELISA permitieron revelar la 

expresión de CD39 y CD73 en la membrana de las líneas celulares de CaCu y en las MSC-

CaCU. No obstante, en las líneas celulares de CaCU se encontró mayor expresión de CD39 

que en las células MSC-CaCU (Figura 9). De manera interesante, también se logró detectar 

sCD39 y sCD73 en los sobrenadantes de los cultivos de las líneas celulares de CaCU y de 

las MSC-CaCU. Cabe señalar que la detección de sCD39 y sCD73 fue significativamente 

menor que la detectada sobre la membrana de las células tumorales (Figura 9). Asimismo, 

es importante destacar que las líneas CaSki y C33 mostraron los niveles más altos de 

sCD39 (Figura 9A); mientras que el nivel de sCD73 detectado  en los sobrenadantes de las 

líneas celulares de CaCU y MSC-CaCU fue muy similar (Figura 9B).   

 

Para corroborar la presencia de las ectoenzimas CD39 y CD73 en los sobrenadantes de los 

cultivos de las líneas celulares  se realizaron ensayos de Western-blot empleando los 

mismos anticuerpos que se utilizaron en los ensayos de ELISA, no obstante, sólo el 

anticuerpo anti-CD73  permitió detectar la proteína desnaturalizada en la membrana de 

nitrocelulosa donde se transfirieron los proteínas separadas por electroforesis. Para cada 

línea celular se corrieron en electroforesis 10ug de proteína de lisados (L) celulares  y, 20uL 

de los sobrenadantes (S) de cada línea celular.  Como se observa en la figura 10A, tanto 

los lisados celulares como los sobrenadantes que mostraron mayor señal en el Western-

blot fueron los obtenidos de las células CaSki y  las MSC-CaCU, lo cual también fue 

corroborado mediante un análisis densitométrico de las bandas de proteínas reveladas en 

el Western-blot, en donde se observa que el sobrenadante de las MSCCaCU fue quien 

mostró mayor señal (Figura 10B). Cabe mencionar que el peso molecular de las bandas 

detectadas fue cercano a los 70 KDa, similar al reportado por Vogel y colaboradores en 

1992, quienes encontraron que la forma soluble de CD73 aislada del Torpedo marmorata 

posee un peso molecular de 62 kDa.   
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 Figura 9. Detección de sCD39  y sCD73 en sobrenadantes de líneas celulares de CaCU y MSC-CaCU. 1x106 
células provenientes de cada una de las líneas celulares de CaCU: Hela, CaSki y C33A, así como de MSC 
obtenidas de un tumor de CaCU, fueron cultivadas en placas de 24 pozos durante 72 horas con 2mL de  medio 
libre de suero. La detección de CD39 (A)  y CD73 (B) se realizó mediante la técnica de ELISA, empleando 
100uL de cada sobrenadante por triplicado, o células (20,000) de cada línea celular previamente adheridas  en 

la placa de ELISA. Las barras muestran el promedio y la desviación estándar. *, diferencias significativas p<0.05.  

A )   

B )   

* " 

* " 

* " * " 

* " 

* " 

* " 
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Figura 10.- Detección de sCD73 en sobrenadantes de líneas celulares de CaCU. 1x106 células provenientes de 
cada una de las líneas celulares de CaCU: Hela, CaSki y C33A, así como de MSC obtenidas de un tumor de 
CaCu, fueron cultivadas en placas de 24 pozos durante 72 horas con 2mL de  medio libre de suero. A) Las 
bandas de proteína detectada por el anticuerpo monoclonal anti-CD73 mostraron un Peso Molecular cercano a 

70Kd. B) Muestra los valores del análisis densitométrico de la proteína CD73 detectada para cada línea celular.   
(L) lisados celulares,  (S) sobrenadantes de cada línea celular. 

  

 

8.2 sCD39 y sCD73 producido por las células tumorales de CaCU y MSC 

CaCU generan adenosina a partir de nucleótidos de adenina.   

  

El ATP extracelular es considerado como una poderosa molécula de señalización, éste es 

liberado de células dañadas o estresadas, y guía a los fagocitos hacia los sitios donde 

ocurre el daño para inducir en ellos respuestas pro-inflamatorias. La concentración 

extracelular de adenosina depende de: el equilibrio en su liberación por parte de las células, 

su toma bi-direccional por procesos transportadores de adenosina y por su generación dada 

por las ecto-nucleotidasas CD39 y CD73 en la superficie celular (Bono et al, 2015).   De 

acuerdo a la evidencia bioquímica,  las formas solubles pertenecientes a la familia de las 

NTPDasas perderían la mayor parte de su actividad catalítica (Zimmermann et al 2012), sin 

embargo se ha reportado que se liberan al torrente sanguíneo poca cantidad de sCD39 

catalíticamente activa (Yegutkin G et al, 2007, Antonioli et al, 2013). Tanto las formas 

solubles así como las formas ancladas a la membrana celular de CD73 tienen 

características similares en la conversión de AMP y son capaces de producir adenosina 

(Zimmermann et al, 2012).  
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Tomando en cuenta lo anterior, en el presente trabajo se evaluó la actividad enzimática de 

las formas sCD39 y sCD73 producidas por las líneas celulares de CaCU y MSC-CaCU. 

Para ello, sobrenadantes de cada una de las líneas celulares fueron incubados en presencia 

de 2.5 mg/mL de ATP, ADP o AMP, y en presencia o ausencia de polioxotungstato de sodio  

(POM-1, Sigma USA), inhibidor específico de CD39; o de adenosina 5′-(α,β-metilen) 

diphosphato (APCP, Sigma USA), inhibidor específico de CD73,  a una concentración de 

2.5mg/mL en una cinética de 72 horas. Al analizar los productos de la fosfohidrólisis 

mediante cromatografía de capa fina, se observó que los sobrenadantes de todas las líneas  

celulares de CaCU tuvieron la propiedad de fosfohidrolizar cada uno de los nucleótidos 

adicionados y generar adenosina (señalada por flechas blancas) después de 72 horas de 

incubación, como se muestra en la Figura 11A-D. De manera interesante, al agregar los 

inhibidores POM-1 para CD39, o APCP para CD73, se observó una fuerte inhibición de la 

capacidad fosfohidrolítica de CD39 para hidrolizar ATP y ADP, y de CD73 para hidrolizar 

AMP  en los sobrenadantes de cada una de las líneas celulares de CaCU y de MSC-CaCU  

(Figura 11 A-D).  Estos resultados nos permiten evidenciar que las nucleotidasas sCD39 y 

sCD73 producidas por las líneas celulares de CaCU y por las MSC-CaCU son 

catalíticamente activas.  

  

 8.3 Cuantificación de adenosina producida por la actividad catalítica de 

sCD73 contenida en sobrenadantes de células tumorales de CaCU y MSC 

CaCU.   

  

Con la finalidad de cuantificar la adenosina producida por los sobrenadantes de células 

tumorales de CaCu y por MSC-CaCU, sobrenadantes de la línea celular CaSki y de MSC-

CaCU incubados durante 72 horas en presencia de AMP y en presencia o ausencia del 

inhibidor específico de CD73 (APCP), fueron analizados mediante cromatografía  líquida de 

ultraresolución (UPLC) con la finalidad de cuantificar la cantidad de adenosina producida. 

Para ello, inicialmente se realizó una curva de calibración de adenosina empleando 

diluciones  seriadas de adenosina a partir de una solución patrón de 1 ug/mL.  
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En la Figura  12,  se observan los histogramas obtenidos de las diluciones seriadas de 

adenosina (Figura 12A) y la curva tipo (Figura 12B) de las concentraciones de adenosina 

mostrando los valores de  -2.38 para la ordenada al origen, 4.11 para la pendiente,   y un 

coeficiente de correlación r2 de 0.999. El estándar se analizó por triplicado, el porcentaje 

desviación estándar de correlación fue de 117.42 lo cual indica una precisión favorable en 

el análisis.  

 

 
Figura 11.- Actividad catalítica de sCD39 y sCD73 contenida en sobrenadantes de líneas celulares de CaCU y 
MSC-CaCU. Sobrenadantes de las líneas celulares de CaCU: Hela (A), CaSki (B) y C33A (C), así como de 
MSC-CaCU (D), fueron incubados en presencia de los nucleótidos ATP, ADP y AMP a una concentración de 
2.5mg/mL durante 72 horas. Se muestran los productos de la fosfohidrólisis de los nucleótidos en presencia y 
ausencia de  polioxotungstato de sodio  (POM-1, Sigma USA), inhibidor específico de CD39; o de adenosina 5′-
(α,β-metilen) diphosphato (APCP, Sigma USA), inhibidor específico de CD73,  a una concentración de 

2.5mg/mL.   
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Figura 14. Actividad enzimática de sCD39 y sCD73 en la línea celular Hela (VPH 18) en presencia y ausencia de 

TGF- β, la cual se determinó al cultivar el sobrenadante con 2.5mg/mL de los sustratos y en presencia de los 

inhibidores POM-1 y APCP. La conversión de AMP a Adenosina fue analizada a las 72 horas a través de 

cromatografía en capa fina y revelada mediante rayos UV. 
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Figura 14. Actividad enzimática de sCD39 y sCD73 en la línea celular Hela (VPH 18) en presencia y ausencia de 

TGF- β, la cual se determinó al cultivar el sobrenadante con 2.5mg/mL de los sustratos y en presencia de los 

inhibidores POM-1 y APCP. La conversión de AMP a Adenosina fue analizada a las 72 horas a través de 

cromatografía en capa fina y revelada mediante rayos UV. 
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Figura 14. Actividad enzimática de sCD39 y sCD73 en la línea celular Hela (VPH 18) en presencia y ausencia de 

TGF- β, la cual se determinó al cultivar el sobrenadante con 2.5mg/mL de los sustratos y en presencia de los 

inhibidores POM-1 y APCP. La conversión de AMP a Adenosina fue analizada a las 72 horas a través de 

cromatografía en capa fina y revelada mediante rayos UV. 
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Figura 14. Actividad enzimática de sCD39 y sCD73 en la línea celular Hela (VPH 18) en presencia y ausencia de 

TGF- β, la cual se determinó al cultivar el sobrenadante con 2.5mg/mL de los sustratos y en presencia de los 

inhibidores POM-1 y APCP. La conversión de AMP a Adenosina fue analizada a las 72 horas a través de 

cromatografía en capa fina y revelada mediante rayos UV. 
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Concentración de Adenosina mg/mL x10 

             

Figura 12.- Análisis cuantitativo de la producción de adenosina en sobrenadantes de células tumorales de CaCU 
y MSC-CaCU. A) Cromatograma  representativo de  varias concentraciones de adenosina obtenidas a partir de 
diluciones seriadas de  una solución patrón de 1ug/mL de adenosina. B) Curva tipo que representa las 

concentraciones de adenosina en relación con el área bajo la curva de cada histograma.  

  

 

 Tomando como referencia los valores de la curva tipo de adenosina y con base en los datos 

obtenidos  del área bajo la curva de los histogramas analizados mediante UPLC de los 

sobrenadantes de la línea celular CaSki y de MSC-CaCU, se encontró que después de 72 

hrs de incubación la actividad catalítica del sobrenadante de CaSki produjo una 

concentración de 222ng/mL de adenosina. La adición de APCP inhibió de manera 
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importante la actividad de CD73 para producir adenosina, ya que durante ese tiempo de 

incubación se obtuvo una concentración de 38ng/mL de adenosina (Figura 13A).  Por otro 

lado, los sobrenadantes de MSC-CaCU tuvieron mayor actividad catalítica, ya que después 

de 72hrs de incubación en presencia de AMP, se produjo una cantidad de 3377ng/mL de 

adenosina, y la adición de APCP inhibió fuertemente dicha actividad, obteniéndose una 

concentración de 366ng/mL durante el mismo tiempo de incubación (Figura 13B).  

 

 

   
 Figura 13.- Cantidad de adenosina producida por sobrenadantes de células tumorales de CaCU y MSCCaCU. 
Para determinar la actividad catalítica de sCD73 contenida en sobrenadantes de células tumorales de CaCU 
CaSKi (A) y MSC-CaCU (B), 100uL de cada sobrenadante fueron incubados en presencia de 2.5mg/mL de AMP 
en presencia y ausencia de 2.5mg/mL del inhibidor de CD73  (APCP) durante 72hrs de incubación a 37º C. Se 
muestran los histogramas de adenosina obtenidos al inicio de la incubación (0 hrs) y después de 72 hrs en 

ausencia y presencia de APCP.    
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9.-   Análisis de resultados.   
  

El concepto de la inmunoedición del cáncer postula que el sistema inmune es capaz de 

detectar y eliminar la mayoría de los tumores en etapas tempranas (Rothschild et al, 2015), 

sin embargo el tumor desarrolla mecanismos para evadir y suprimir al sistema inmune. 

Entre estos mecanismos se encuentra la producción de factores inmunosupresores como 

prostaglandina E2 (Whiteside & Jackson, 2013) citocinas como TGF-β (Papageorgis & 

Stylianopoulos, 2015) y adenosina  a partir de la fosfohidrólisis de nucleótidos como ATP 

mediante la acción catalítica de las ectonucleotidasasa CD39 y CD73 (Whiteside et al, 2011; 

Vinay et al, 2015). Las ecto-nucleotidasas CD39 y CD73 son expresadas en varios tipos 

celulares que participan en la respuesta inmune,  así como en células tumorales y células 

del estroma tumoral; y se ha reportado que juegan un papel importante en la acumulación 

de adenosina extracelular para regular la acción proinflamatoria del ATP y mantener la 

homeóstasis fisiológica del organismo (Umansky et al, 2014). No obstante, la adenosina 

también juega un papel importante en la regulación de la respuesta inmune al ejercer su 

efecto supresivo sobre linfocitos T CD4+ y CD8+ a través de su interacción con receptores 

específicos  A2A de alta afinidad (Filipello  et al, 2016; Beavis et al, 2012).  

 

En los últimos años ha llamado la atención el papel que juegan las ecto-nucleotidasas 

solubles en enfermedades inflamatorias como pancreatitis aguda (Maksimow et al, 2014), 

diabetes (Tak et al, 2014), así como también en cáncer en donde se han encontrado las 

formas solubles de CD73 en suero (Sunderman 1990) y liquido sinovial (Johnson et al, 

1999);  mientras que la forma soluble de CD39 también ha sido descrita en el plasma  

sanguíneo de pacientes con diferentes tipos de cáncer, sugiriendo una fuerte asociación 

con la supresión de la respuesta inmune y  un pronóstico desfavorable (Antonioli  et al, 

2013).  

  

En el presente trabajo se analizó la presencia y actividad funcional de las ectonucleotidasas 

CD39 y CD73 solubles (sCD39 y sCD73) en sobrenadantes de cultivos de líneas de CaCU: 

Hela (VPH 18), CaSki (VPH 16), C33A (VPH-) y de MSC derivadas de un tumor de CaCU 

(MSC-CaCU). De manera interesante, mediante análisis de ELISA, Western-Blot,  

cromatografía de capa fina y UPLC se pudo evidenciar la presencia de sCD39 y sCD73 y 

la actividad catalítica  de estas ectonucleotidasas en los sobrenadantes de todas las líneas 

celulares analizadas, especialmente en las células tumorales CaSki y en  las MSC-CaCU, 
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quienes produjeron mayor cantidad de estas enzimas y mostraron mayor actividad catalítica 

sobre nucleótidos de adenina. Es de notar que al utilizar inhibidores específicos de CD39 

(POM-I) o de CD73 (APCP), la actividad catalítica de estas ectonucleotidasas presentes en 

los sobrenadantes fue inhibida de manera importante, lo cual nos permite evidenciar que 

no solo las formas sCD39 y sCD73 son liberadas hacia el medio extraceular, sino que 

también mantienen su actividad catalítica. Estos resultados se encuentran acorde con lo 

reportado por Zimmermann y colaboradores en 1992, quien demostró que una de las formas 

solubles de CD73 tiene preferencia por AMP y su actividad catalítica es  inhibida por APCP, 

además de poseer un peso molecular similar al de la forma anclada a la membrana. La 

presencia de las ecto-nucleotidasas solubles ha sido evaluada en especienimales como: 

toro (Fini et al, 2003), torpedo (Vogel et al, 1992), rata (Piec & Le Hir, 1991),  así como 

también en células de placenta (Klemens et al, 1990) y células transfectadas con la parte 

externa de la proteína (Heuts et al, 2012). También se ha reportado que la actividad 

funcional de sCD73 ha sido evaluada en sangre de recién nacidos (Pettengill et al, 2013), 

en donde se encontró una alta actividad de dicha ecto-nucleotidasa en comparación con 

muestras provenientes de adulto, lo que sugiere que el incremento en la actividad de sCD73 

en los recién nacidos les proporciona un estado inmunológico anti-inflamatorio.  De manera 

interesante, estos estudios reportaron que las formas solubles de CD73,  mostraron  un 

peso molecular cercano a 70 kDa. En el caso específico de nuestro trabajo mediante la 

técnica de Western-blot logramos detectar, especialmente en los sobrenadantes derivados 

de las celulas CaSki y MSC CaCu, una proteína de 70kDa de peso molecular, al utilizar el 

anticuerpo anti-CD73. Cabe mencionar que la ectonucleotidasa CD39 no pudo ser 

detectada por el anticuerpo anti-CD39 utilizado en el ensayo de ELISA, debido 

probablemente a que el anticuerpo correspondiente solo puede detectar a la forma 

conformacional y no lineal de esta proteína.   

  

Por otro lado, en nuestro estudio también encontramos que MSC-CaCU también liberaron 

cantidades detectables de las formas sCD39 y sCD73 al medio de cultivo, además de que 

mostraron una fuerte actividad catalítica sobre los nucleótidos de adenina. Particularmente 

encontramos que la actividad catalítica para fosfohidrolizar AMP y producir adenosina fue 

mayor que la producida por las células CaSki. En estudios previos hemos encontrado que 

las MSC-CaCU a diferencia de MSC obtenidas de tejidos cervicales normales pueden 

ejercer una actividad inmunosupresora sobre linfocitos T citotóxicos, y de evasión de la 

respuesta inmune por las células tumorales cuando son cocultivadas ya que disminuyen la 
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expresión de moléculas clase I del complejo principal de histocompatibilidad clase I vía la 

producción de las citocinas TGF-β e IL-10 (Montesinos et al, 2013; García-Rocha et al, 

2015). Asimismo, en estudios recientes encontramos que MSC-CaCU muestran una mayor 

expresión de CD39 y CD73 en membrana, además de que también son capaces de producir 

grandes cantidades de adenosina, cuando se les incuba con ATP, ADP y AMP (Manuscrito 

sometido a publicación). Por tanto, los hallazgos encontrados en este estudio, nos permiten 

sugerir que  tanto las células tumorales de CaCU como las MSC que se encuentran en el 

microambiente tumoral, pueden co-participar en la generación de adenosina 

inmunosupresora, debido a la fuerte actividad catalítica de las ectoenzimas CD39 y CD73 

que se encuentran ancladas en la membrana celular y aquellas formas solubles que son 

liberadas hacia el microambiente extracelular. En consecuencia, en un microambiente 

tumoral hipóxico, en donde predomina la producción de ATP, las células tumorales de 

CaCU y las MSC-CaCU  pueden participar fuertemente en  la producción de adenosina 

inmunosupresora.  

  

Por otro lado, en estudios recientes se ha reportado que factores supresores intrínsecos en 

el microambiente tumoral, tal como TGF-β, puede jugar un papel importante en la sobre-

expresión de CD39 y CD73  en la membrana celular. En algunos estudios se ha encontrado 

que al tratar células T CD4+ de ratones con TGF-β, se incrementa la expresión de CD73 y 

su capacidad  de producir adenosina a partir de AMP (Regateiro et al 2011, Fernández et 

al, 2013). En  otro estudio realizado por Ryzhov y colaboradores  demostraron que el TGF-

β conduce a la diferenciación de células supresoras derivadas mieloides hacia células 

mieloides mononucleares diferenciadas terminales protumorigénicas caracterizadas por un 

incremento en la expresión de CD39 y CD73  en la membrana celular (Ryzhov et al 2014 ). 

Por tanto, tomando en consideración que durante la progresión del CaCU el aumento en la 

expresión de las citocinas inmunosupresoras IL-10 y TGF-β se correlaciona directamente 

con el grado de progresión de la enfermedad  (Alcocer-González et al, 2006;   Bermudez-

Morales et al, 2008; Torres-Poveda et al, 2014). Entonces será importante evaluar si la 

expresión de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 tanto ancladas en membrana como en su 

forma soluble son modificadas en presencia de estos factores inmunosupresores.   

 

Si bien, las formas solubles de CD73 y CD39 pueden tener efectos benéficos como los 

mostrados por la forma soluble de CD73 del veneno de  Crotalus atrox, al utilizarse como 

un posible agente terapéutico en isquemia intestinal, renal, o en lesiones pulmonares 
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agudas al prevenir la formación de coágulos en dichas enfermedades (Hart et al, 2008);  o 

de sCD39 que también ha sido propuesta  como un novedoso agente anti-trombótico (Gayle 

et al,  1997), resulta contrastante saber que las formas solubles de CD39 y CD73 producidas 

por las células tumorales y células del estroma tumoral son utilizadas para evadir, suprimir 

y favorecer el crecimiento tumoral. Por lo cual se hace necesario el desarrollo de estrategias 

inmunoterapéuticas que conduzcan a regular y/o inhibir la actividad de estas ectoenzimas  

y favorecer la respuesta inmune antitumoral.   
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10.- Conclusiones.  
  

 Las células tumorales de CaCU Hela, (VPH-18), CaSki (VPH-16), C33A (VPH-), así 

como MSC-CaCU son capaces de liberar al medio extracelular las formas solubles 

de  CD39 (sCD39) y CD73 (sCD73).   

 

 Las formas sCD39 y sCD73 producidas y liberadas al medio de cultivo por las células 

tumorales de CaCU y MSC-CaCU mostraron actividad catalítica para hidrolizar ATP 

, ADP  y AMP para generar adenosina, la cual fue inhibida por los inhibidores 

específicos para CD39 (POM-1) y CD73 (APCP).   

 

 Las células tumorales CaSki (VPH-16) y las MSC-CaCU presentaron la mayor 

producción sCD73, la cual  correlacionó con la mayor capacidad para generar 

adenosina a partir de AMP.   

 

 Los hallazgos encontrados en nuestro sistema de cultivo nos permiten evidenciar, 

por primera vez en la literatura, que células tumorales de CaCU pueden liberar CD39 

y CD73 en su forma soluble al medio extracelular, y por tanto pueden participar en 

la generación de un microambiente tumoral inmunosupresor.   
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11.- Perspectivas.  
  

De acuerdo con los resultados obtenidos previamente por nuestro grupo de trabajo y con 

los obtenidos en el presente trabajo, las ecto-nucleotidasas CD39 y CD73 expresadas en 

las líneas celulares derivadas de CaCu son capaces de liberar formas solubles al medio 

extracelular y producir adenosina,  por lo que se recomienda:  

  

 Evaluar si la adenosina producida por sCD39 y sCD73 tiene un efecto 

inmunosupresor en los linfocitos T.  

 

 Examinar el papel de sCD39 y sCD73 en un modelo in vivo.  

 

 Determinar los factores que regulan la expresión y liberación de sCD39 y sCD73 

en líneas celulares de CaCU.  

 

 Determinar el mecanismo por el cual se da la liberación de estas formas 

solubles.  

 

 Analizar el papel de la microvesículas, exosomas y formas solubles en la 

progresión del CaCU.  
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