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Resumen

Segun la organizacion mundial de la salud (OMS), el cancer cérvico uterino
(CaCu) es una de las principales causas de mortalidad femenina por cancer en
todo el mundo, con 300,000 muertes al afio. El CaCu es un problema importante
de salud publica, ya que constituye una de las principales causas de mortalidad
entre las mujeres Mexicanas con cancer (INEGI, 2010). Cada afio se diagnhostican

alrededor de 11,000 casos nuevos de CaCu invasor.

El microambiente tumoral, referido como “estroma del tumor”, esta compuesto por
elementos estromales que proveen las sefiales necesarias para el crecimiento y
sobrevivencia del tumor. Entre los componentes celulares en el microambiente
tumoral se encuentran varias células no inmunes, tales como las células
estromales mesenquimales (MSC’s) que se han convertido en jugadores criticos
en el crecimiento tumoral, neovascularizacién, invasion y metastasis; debido a que
estas ceélulas tienen la capacidad de migrar al sitio del tumor para favorecer el
implantey crecimiento de tumores malignos, todo esto lo pueden realizar mediante
la produccion de factores solubles como la adenosina via la molécula CD73 y
citocinas inmunosupresoras como IL-10. Por otra parte, se ha reportado que el
péptido RAHYNIVTF derivado de la proteina E7 de HPV-16, es capaz de proteger
aratones C57BL/6 ante el desarrollo tumoral con células TC-1 (E6/E7 HPV-16+).

En este trabajo, se analiz6 la capacidad inmunosupresora de MSC'’s derivadas de
tumores de CaCu (MSC’s-CaCu) en un modelo tumoral in vivo con células TC-1y
proteccion inmunoldgica con el péptido RAHYNIVTF. Se estudié y evalué el
crecimiento tumoral, la expresion de las moléculas MHC-I tanto en proteina como
en el mMRNA de las células tumorales, también la IL-10 en concentraciones séricas
por un ELISA, como niveles del mMRNA en las células tumorales y se evaluo la
cantidad de mRNA de la CD73 en las células tumorales de los distintos

tratamientos.

(O8]



La inoculacion de las MSC’s-CaCu favorecio el crecimiento tumoral en ratones
con y sin proteccién inmunolégica, en comparacion con aquellos a los cuales no
se les administraron. Asimismo, se encontraron niveles elevados de la IL-10 en
suero y disminucion en la expresion de la molécula H-2D en las células tumorales
de los ratones tratados con las MSC’s-CaCu. El tratamiento con el inhibidor
especifico de CD73 (APCP), o la inoculacion de las MSC’s-CaCu desreguladas
de la expresion de la CD73, disminuyd el crecimiento tumoral en los ratones y
revertié el incremento en la produccion de la IL-10, asi como la disminucién de las

moléculas H-2DP en las células tumorales.

Los resultados de este estudio nos permiten sugerir que las MSC’s-CaCu, a través
de la via CD73, poseen actividad protumoral al favorecer la evasion y supresion
de la respuesta inmune antitumoral. Por tanto, se hace necesario establecer

estrategias terapéuticas para controlar la actividad de la CD73 en tumores.



Abstract

According to the World Health Organization (WHO), cervical cancer (CeCa) is a
leading cause of female cancer mortality worldwide with 300,000 deaths annually.
The cervical cancer is a major public health problem because it is one of the
leading causes of death among Mexican women with cancer (INEGI, 2010). Each

year about 11,000 new cases of invasive cervical cancer are diagnosed.

The tumor microenvironment, referred to as "tumor stroma" is composed of
elements that provide the stromal signals required for growth and survival of the
tumor. Among the cellular components in the tumor microenvironment are several
nonimmune cells such as mesenchymal stromal cells (MSCs) that have become
"players” critical in tumor growth, neovascularization, invasion and metastasis;
because these cells have the ability to migrate to the tumor site to promote growth
of malignant tumors implantey, all this can be made by producing soluble factors
such as adenosine and cytokines immunosuppressant as IL-10. On the other hand,
it has been reported that the RAHYNIVTF peptide derived from the protein E7 of
HPV-16, is able to protect C57BL/6 mice from tumor growth induced by TC-1 (E6 /
E7 HPV-16 +) cells.

In this work, the immunosuppressive capacity of MSCs derived from CeCa (MSCs-
CeCa) was analyzed in a tumor mice model by using TC-1 cells and
immunoprotection with the antigenic RAHYNIVTF peptide. We study and evaluate
tumor growth, expression of MHC-I molecules both protein and mRNA of tumor
cells, also of IL-10 in serum by ELISA as mRNA levels in tumor cells and assessed

the amount of MRNA of CD73 in tumor cells of different treatments.

We obtained that MSCs-CeCa favored tumor growth in mice with and without
immunoprotection as compared to those which were not administered them. Also,
high levels of IL-10 in serum and decreased expression of H-2DP molecule in tumor

cells of mice treated with MSCs-CeCa found. The treatment with the specific



inhibitor of CD73 (APCP), or inoculating the MSCs-CeCa deregulated expression
of CD73, decreased tumor growth in mice and reversed the increase in production

of IL-10, and decreasing the H-2DP molecules in tumor cells.

These results allow us to suggest that MSC-CeCa cells, through the CD73
pathway, showed protumoral activity, because they favour tumor immune evasion
and suppress antitumor immune response. In consequence, therapeutic strategies

to antagonize CD73 activity in tumors are required.
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1. Marco teodrico
11. El cancer cérvico-uterino

Segun la organizaciéon mundial de la salud (OMS), el cancer cérvico uterino
(CaCu) es la segunda causa de mortalidad femenina por cancer en todo el mundo,
con 300,000 muertes al afio. El CaCu es un problema importante de salud
publica, ya que constituye una de las principales causas de mortalidad entre las
mujeres Mexicanas con cancer (INEGI, 2010). Cada afio se diagnostican
alrededor de 11,000 casos nuevos de CaCu invasor. La mayoria de las pacientes

ingresan con enfermedad avanzada y con un mal prondstico.

1.1.1. El virus del papiloma humano (VPH)

El CaCu se encuentra fuertemente asociado (cercano al 100%) con la infeccién
por el virus de papiloma humano (VPH) de alto riesgo (Walboomers et al, 1999).
Sin embargo, otros factores como los ambientales y propios del hospedero,
contribuyen al proceso carcinogénico ademas del VPH (Visser J et al, 2007). Los
VPH pertenecen a la familia Papillomaviridae, estdn compuestos por DNA y tienen
tropismo por el epitelio cutaneo y el epitelio de la mucosa. Esta familia consta de
mas de 120 tipos de VPH diferentes, de los cuales aproximadamente 40 se

transmiten por medio de relaciones sexuales (Johansson et al, 2013).

La familia de los VPH se puede dividir en diferentes tipos virales que en funcion de
su tropismo se clasifican en cutaneos y mucosoles. Los cutdneos se detectan
primordialmente en las verrugas cutdneas. En relacion con su potencial
oncogénico, los VPH mucosoles se clasifican en tipos de alto, probable y de bajo
riesgo oncogénico (Castellsague et al, 2007). Doce tipos de VPH ( 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y 59) estan definidos por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) como de alto riesgo carcinogénico y dos tipos adicionales (68, 73) se

clasifican como posiblemente cancerigeno (Doorbar et al, 2012).



Los tipos de VPH-16 y -18, se encuentran aproximadamente en el 70% de todos
los casos de CaCu (Fig.2). En etapas iniciales, el tipo 16 se ha destectado en
aproximadamente el 24% de las mujeres con infeccidn por este virus; mientras

que el tipo 18 se ha detectado en aproximadamente el 9% (Crosbie et al, 2013).

El VPH sélo infecta a células epiteliales y depende de la via de diferenciacién de
las mismas para completar su ciclo de vida. La infeccion por el VPH se da
probablemente por microabraciones en la capa basal del epitelio; la internalizacion
infecciosa toma varias horas, después de lo cual el DNA viral se libera de la
capside y se trasporta en el nicleo como material genético libre. La diferenciacion
de las células que estan destinadas para la madurez y la senescencia, se daen la
capa suprabasal y por lo tanto no expresan la maquinaria replicativa que el virus
necesita; para eludir este problema, el VPH codifica dos proteinas E6 y E7 que en
conjunto promueven la proliferacién celular, prolongan la progresién del ciclo
celular y previenen la apoptosis ( Crosbie et al, 2013; Hellner et al, 2009). Para
completar el ciclo infeccioso del virus, las células deben someterse a la
diferenciacion terminal, un requisito previo esencial para el ensamblaje y la
liberacion del virién. Sin embargo en algunas infecciones por el VPH de alto riesgo
las proteinas E6 y E7 son tan eficaces en el bloqueo de los reguladores negativos
del ciclo celular que las células infectadas nunca maduran (Fig.1) (Crosbie et al,
2013; Johansson et al, 2013).
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Fig.1 El ciclo de vida del VPH.

Donde se puede observar que los viriones entran a través de microabraciones e infectan células basales; también se observan los diferentes estadios de la

enfermedad con lesiones de bajo y alto grado y el estadio de cancer avanzado; junto con la intervencion del VPH en cada una de estas etapas (tomada de

Crosbie et al, 2013)



1.1.2. La infeccion por el VPH

En general se acepta que la infeccion por el VPH juega un papel crucial en el
desarrollo de las lesiones cervicales y se estima que aproximadamente el 99% de
los tumores de cuello uterino estan asociados (Fig.2). La contribucién de la
infeccién por el VPH en el CaCu depende del tipo de VPH y el periodo de la

replicacion viral en las células epiteliales (Chagas et al, 2013; yang et al, 2013).

A nivel mundial los tipos mas comunes del VPH en CaCu son: 16 (57%), 18 (16%),
58 (5%), 33 (5%), 45 (5%), 31 (4%), 52 (3%) y 35 (2%) (Crosbie et al, 2013).

Lesitn de alto riesgo Cancer Cervical
Tipo 16 Tipo 18 Tipo 16 Tipo 18
Europa 54.4 (5.8) 7.701.1) 66.7 (2.0) 16.4 (4.5)
Norte América 56.8 (3.1) 9.6 (2.7) 61.2(3.2) 19.6 (4.3)
Centro y Sudamerica 52.8 (8.1) 9.4(3.5) 50.5(28) 12.7(4.5)
Centro y Oriente de Asia 68.4 (16.4) 6.3 (5.0) 730(48) 151(37)
Este de Asia 37.9(7.1) 7.4(1.9) 61.7(59) 15.8(26)
Oceania 53.9 (3.5) 9.6 (1.7) 626(54) 21.2(4.2)
Africa 30.3 (5.2) 9.2 (2.8) 53.1(44)  19.8(4.1)

Figura. 2 Los tipos mas comunes del VPH que se encuentran en las lesiones cancerosas
en el mundo

Donde se puede observar que eltipo 16 y 18 son de los tipos del VPH mas comunes en el mundo. (tomada de
Crosbie et al, 2013).

La persistencia del VPH en el tracto genital se relaciona con la falla en la
respuesta inmune mediada por los linfocitos T efectores antigeno-especificos, su
influjo en el tumor y nddulos linfaticos de los pacientes con el CaCu avanzado
(Adurthi et al 2008; Welters et al, 2008).

Los VPH de alto riesgo han desarrollado varios mecanismos que reducen la
funcion del sistema inmune y provocan una regulacion a la baja en la expresion de

citocinas proinflamatorias, mientras que las citocinas anti-inflamatorias que



impiden la migracién de las células inmunitarias al sitio de la infeccién son
reguladas positivamente como por ejemplo la interleucina 10 (IL-10) ( Crosbie et
al, 2013).

1.2. La respuesta inmune anti-tumoral

El desarrollo del CaCu se ha asociado con la falla en la respuesta inmune
mediada por los linfocitos T citotoxicos (LTC) y los linfocitos T auxiliares tipo Thi,
asi como a la presencia de células inmunosupresoras que se encuentran
infiltradas en el tumor y ndédulos linfaticos de pacientes con CaCu avanzado,

generando tolerancia inmunologica hacia el tumor (Visser et al, 2007).

El microambiente tumoral, referido como “estroma del tumor”, esta compuesto por
elementos estromales (tejido conectivo, vasos sanguineos Yy células inflamatorias)
que proveen las sefales necesarias para el crecimiento y sobrevivencia del tumor
(Albini y Sporn, 2007). Entre los componentes celulares en el microambiente
tumoral se encuentran varias células no inmunes, tales como las células
estromales mesenquimales (MSC’s), que tienen un papel importante en el
crecimiento tumoral, neovascularizacion, invasion y metastasis (Tchou et al, 2013;
Bernardo y Fibbe, 2013).

El procesamiento y presentacion de antigenos por las moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad de clase | (MHC-I) es critico para la vigilancia
inmune y los defectos en la presentacién de antigenos en esta ruta son un medio
comun para las células carcinogénicas de evadir el reconocimiento por células T
(Wang etal, 2013).



1.2.1. Larespuesta anti-tumoral mediada por los linfocitos T

Un mecanismo de escape de la vigilancia inmune del huésped, a menudo
relacionado con los tumores, es una alteracion en la expresion de las moléculas
del MHC-I en células tumorales. Por lo tanto, una pérdida completa o parcial de las
moléculas del MHC-I da como resultado una resistencia a los LTC, pero que a su
vez hacen que las células tumorales sean susceptibles a las células Natural Killer
(NK). Se ha informado de la pérdida total o parcial de la expresion de las
moléculas del MHC-I en diferentes tipos de tumores humanos ( Rodriguez et al,
2012; Hage et al, 2013). La baja expresion de las moléculas de MHC-I ha sido un

hallazgo frecuente e importante en el CaCu (Brestovac, etal, 2013).

La inmunorreaccion en si puede intervenir en la seleccion de células tumorales
con una menor expresion de MHC-1 al eliminar de manera preferente aquellas con
una expresién normal de MHC. La menor expresion de las moléculas del MHC-1 se
puede acomparfar de un crecimiento tumoral progresivo y por lo tanto su ausencia

en un tumor es una indicacion de un mal pronostico (Fig.3) (Goldsby, et al, 2004).

La activacion de la célula T requiere una sefal activadora emitida por el
reconocimiento de un complejo péptido-molécula MHC por la célula T receptora,
ademas de una sefial coestimuladora transmitida por la interacciéon de B7 en
células presentadoras de antigeno con CD28 en células T. Se necesitan ambas
sefiales para inducir la produccion de la IL-2 y la proliferacion de células T. La
inmunogenicidad deficiente de muchas células tumorales puede deberse, en gran
medida, a la falta de moléculas coestimuladoras. Sin numeros suficientes de
células presentadoras de antigeno en la proximidad inmediata de un tumor, las
células T reciben sélo una sefial activadora parcial, lo que puede tener como

efecto anergia clonal (Fig.3) (Goldshy, et al, 2004).
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Figura. 3 La inhibicion de la expresion del MHC de clase I sobre las células tumorales
permite al tumor escapar al reconocimiento de los LTC.

Donde se observa que las células tumorales que tienen una alta expresion de MHC-I son eliminadas por los
LTC-CD&+ y las que expresan pocas moléculas MHC-I escapan de esta eliminacion. Es posible que este
proceso participe en la seleccion de células tumorales con baja expresion de MHC-I (Tomada de Goldsby, et
al, 2004).



Existen antigenos tumorales los cuales se han identificado en dos tipos: 1)
antigenos de trasplante especificos de tumor (TSTA) y antigenos del trasplante
relacionados con tumor (TATA). Los TSTA son unicos de las células tumorales y
no aparecen en células normales del cuerpo; pueden ser resultado de mutaciones
en las células tumorales que generan proteinas celulares alteradas; el
procesamiento citosélico de estas proteinas originaria péptidos novedosos que se
presentan con las moléculas MHC-I, lo que induciria una reaccién celular por LTC

especificos del tumor (Goldsby, et al, 2004).

Los antigenos relacionados con el tumor, que no son unicos de las células
normales durante el desarrollo fetal cuando el sistema inmunitario es inmaduro y
no puede reaccionar, pero que habitualmente no se expresan en el adulto, pueden
ser también proteinas que se expresan casi siempre en concentraciones
extremadamente bajas en células normales, pero que lo hacen a niveles mucho

mas elevados en las tumorales (Goldsby, et al, 2004).

Se puede decir que los antigenos tumorales reconocidos por las células T
humanas corresponden a una de cuatro categorias: 1) antigenos codificados por
genes que se expresan de modo exclusivo en los tumores, 2) antigenos
codificados por formas variantes de genes normales que se han transformado por
mutacion, 3) antigenos que normalmente sélo se expresan durante las etapas de
diferenciacion o que sélo son expresados por ciertos linajes de diferenciacién, y 4)
antigenos que se sobreexpresan en algunos tumores especificos (Goldsby, et al,
2004).

En su inmensa mayoria, los antigenos considerados tumorales no son unicos de
las células de tumores, ya que también se encuentran en células normales. Estos
antigenos de trasplante relacionados con tumores pueden ser proteinas que
suelen expresarse soélo en células fetales, pero no en células normales del adulto,
0 son proteinas expresadas a niveles bajos por las células normales, pero a

niveles mucho mas elevados por las células tumorales (Goldsby, et al, 2004).



1.3. Las células estromales mesenquimales (MSC'’s).

Algunos estudios han sugerido que las MSC’s contribuyen a la formacion del
estroma tumoral y proveen un microambiente favorable para el desarrollo de las
células tumorales, debido a que estas células tienen la capacidad de migrar al sitio
del tumor para favorecer el implante, crecimiento y metastasis de tumores
malignos (Yen BLy Yen ML 2008).

Las células estromales se comunican con las células tumorales teniendo contacto
directo célula-célula y a través de mecanismos de sefalizacion paracrina,
mediadas por la secrecion de los factores solubles como lo son las citocinas y
factores de crecimiento. Estas interacciones regulan el crecimiento tumoral, la

invasion, la metastasis y la angiogénesis (Suzuki et al. 2011).

Las MSC'’s fueron caracterizadas inicialmente entre las décadas de los afios 60’s y
70’s con los trabajos realizados por Friedenstein, quien las aislé de médula 6sea y
las describié como células adherentes de morfologia fibroblastoide, capaces de
diferenciarse hacia células de origen mesodérmico como osteocitos, condrocitos y
adipocitos (Friedenstein et al, 1974; Hung et al, 2004; Takeuchi et al, 2007). Las
MSC’s representan una poblacion heterogénea de células multipotentes de
morfologia fibroblastoide, con propiedades benéficas en los procesos

regenerativos e inmunomodulatorios (Giordano et al, 2007).

Las MSC'’s expresan moléculas MHC-I, pero no expresan las moléculas MHC I,
B7-2, CD 40 o CD40L. Ademas secretan citocinas y moléculas reguladoras que
juegan un papel importante en la proliferacion y maduracion de células madre

hematopoyéticas (Fig.4) (Locatelli etal, 2007; Aggarwal y Pittenger 2005).



En el afio 2006, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) propuso tres
criterios fundamentales para definir a las MSC’s: primero, adherencia al plastico
bajo condiciones de cultivo; segundo, expresiéon de los antigenos CD73, CD90 y
CD105 en ausencia de antigenos hematopoyéticos como CD34, CDA45,
marcadores de monocitos, macrofagos y linfocitos B; y tercero, la capacidad de
diferenciacion in vitro a osteocitos, adipocitos y condrocitos bajo condiciones
estandar de cultivo (Fig. 4) (P4ez et al, 2007; Duffy et al, 2011; Dominici et al,
2006).

En las ultimas dos décadas las MSC’s han llamado considerablemente la atencion
por su uso potencial como agentes regenerativos en una serie de enfermedades

agudas y cronicas (Duffy etal, 2011).

Se ha demostrado que las MSC'’s tienen una gran capacidad para ejercer sus
efectos antiinflamatorios en una serie de modelos in vivo incluyendo la
enfermedad ingerto contra hospedero (EICH), encefalomielitis autoinmune y
enfermedades de las vias respiratorias. Dados todos estos datos que apoyan el
papel antiinflamatorio y pro-reparador de las MSC'’s, éstas se han utilizado para el
tratamiento de diversas enfermedades inflamatorias (English, 2013; Kim et al,
2011). Se ha observado que cuando las MSC’s son trasplantadas o inyectadas,
tienen la capacidad de migrar a una variedad de 6rganos Y tejidos, esta capacidad
se ve incrementada en sitios de inflamacién y ciertas patologias debido a su
capacidad de reparacion y remodelacion de tejidos (Chapel et al, 2003;
Albarenque et al, 2011).
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Figura. 4. Los criterios para definir a las MSC'’s.
Se enlistan los 3 criterios dictados porla ISCT para definir a una MSC’s. (Tomada de Le Blanc et al, 2012)

1.3.1. Las MSC’s y su relaciéon con el sistema inmune

Las MSC’s regulan la proliferacion, activacion y funcion de linfocitos T efectores,
células dendriticas (CD), macréfagos, linfocitos B, células NK, células NKT y
neutréfilos. La supresion inducida por MSC’s a células T se ha reportado en los
linfocitos T CD4+ cooperadoras (LT CD4+) y T CD8+ citotéxicas (LT CD8+) y se
cree que es dependiente del contacto célula-célula asi como también de

mecanismos paracrinos. Se ha demostrado que el PD-1 (muerte programada-1) y
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sus ligandos PD-L1 (ligando de muerte programada-1) y PD-L2 (ligando de muerte
programada-1) son los responsables de la inhibicion de la proliferacién de los
linfocitos T (Fig.5) (Gazdic et al, 2015).

Diversos estudios demuestran que las MSC'’s inhiben la maduracion de células
dendriticas, asi como la activacion de linfocitos T y células NK. Varios factores
han sido asociados con estas propiedades inmunomoduladoras como es el factor
de crecimiento transformante-beta (TGF-B), la prostaglandina E2 (PGE-2), la IL-
10, la indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO) y el interferon gamma (IFN-y) (Fig.5)
(Tse et al, 2003; Waterman et al, 2010; Kim et al, 2011).

Las CD inmaduras se obstaculizan para su maduracion y la activacién de linfocitos
T en presencia de MSC’s. Se demostré que éstas actlan por medio de IL-6. Sin
embargo en condiciones de co-cultivo se reportd que la sintesis de PGE2 y no de
la IL-6, juega un papel importante en la inhibicibn mediada por MSC’s en la
maduracion de las CD, asi como también pueden inducir un fenotipo tolerogénico
de las CD que es resultado de la citocina anti-inflamatoria IL-10 y la disminucién
de factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a), IFN-y e IL-12 (Fig.5) (Gazdic et al,
2015).

El efecto inhibidor de las MSC’s se asocia con la baja expresion de los receptores
activadores de las células NK y esto se da principalmente por PGE-2, IDO y TGF-
B1(Fig.5) (Gazdic et al, 2015).

1.3.2. Las MSC’s y su participacion en el microambiente tumoral

Es muy controversial el efecto de las MSC’s en el crecimiento tumoral, existen
diversos estudios que pueden ser contradictorios donde se dice que apoyan el
crecimiento tumoral y otros donde se dice que lo inhiben. EI motivo de esto es

desconocido aun, pero se le adjudica a las diferencias en los modelos tumorales,



la heterogeneidad de las MSC'’s, las dosis, u otros factores desconocidos (Zhang
et al, 2015).

Los efectos de las MSC'’s se deben principalmente a los factores solubles dentro
del microambiente del tumor o a la modulacion de las células de la respuesta
inmune.

Los efectos inmunomoduladores se han explorado mas profundamente y se ha
encontrado que las MSC’s derivadas de médula 6sea pueden conducir a
respuestas inmunes dependiendo del microambiente en el que se encuentren
(Zhang et al, 2015). Las MSC’s inhiben la produccion del IFN-y, asi como
aumentan la poblacién de linfocitos T reguladores (Treg) en modelos de trasplante

y disminuyen la poblacién de células efectora (Fig.5) (Cortinovis et al, 2015).

En los tumores, se ha demostrado que existen mediadores inflamatorios en el
microambiente tumoral similares a los producidos en heridas que proveen las
condiciones propicias para el arribo de las MSC'’s. Algunos estudios han mostrado
que las MSC’s favorecen el implante y crecimiento tumoral, debido a sus
propiedades inmunomodulatorias, inmunoreguladoras y pro-angiogénicas (Yen y
Yen, 2008; Karnoub et al, 2007; Djouad et al, 2003; Lin et al. 2013; Bernardo y
Fibbe, 2013; Gomez, 2013).
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Figura. 5 Las interacciones de las MSC’s con algunas de las células del sistema inmune.

Se muestran los factores solubles que intervienen en la inmunoregulacion por parte de las células MSC’s
sobre las células de la respuesta inmune como céluas NK, macrofagos, linfocitos T y B, CD y Treg. (Tomada

de Plock et al, 2013)

1.3.3. Las MSC’s y su inmunosupresion hacia los linfocitos T

Se ha reportado que las MSC’s aisladas de diversas fuentes suprimen la
proliferacion de los LT CD4+ y LT CD8+ de manera dependiente de la
concentracion; se ha reportado que tanto en el contacto célula-célula como en la
liberacion de factores solubles juegan un papel importante en la supresion de los
LT (Fig.6) (Di Nicola et al, 2002; Tse et al, 2003; Duffy et al, 2011; Bernardo y
Fibbe, 2013). Curiosamente, el mecanismo de inmunosupresiéon mediada por las
MSC'’s varia entre las distintas especies, la supresién de los LT inducida por las

MSC’s humanas o de mono es mediada por la IDO, mientras que en las mismas
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condiciones de cultivo las derivadas de raton utilizan 6xido nitrico (NO) para

atenuar la proliferacion y activacion de células T (Fig.6) (Gazdic et al, 2015).

El efecto inmunosupresor sobre las células T comprende la activacion,
proliferacion, diferenciacion y funcién por el cambio de perfil de citocinas. La
informacion sobre el efecto de las MSC'’s sobre las células T es poca, sobre todo
en las etapas de activacion/diferenciacion y los datos sobre células T naiv son

contradictorios (Zhang et al, 2015).

Se ha comprobado que las MSC’s pueden reducir en co-cultivo los porcentajes de
los LT CD4+ y LT CD8+ que expresan la IL-17 y la IL-9 y las células CD4+
productoras de la IL-6 (Zhang et al, 2015). Las propiedades de modulacién
inmune de las MSC’s parece ser bastante complejas, ya que se ha visto que esta
modulacion es atribuible a la secrecién de factores solubles, pero también
depende del contacto con las células de la respuesta inmune (Di Nicola et al,
2002; Waterman et al, 2010).

La generacién de citocinas anti-inflamatorias por parte del tumor junto con varios
tipos de células reguladoras como lo son las Treg o las células supresoras
derivadas de mieloide (MDSC) promueven la inmunosupresion de la respuesta
anti-tumoral por parte de células NK y LT CD8+, asicomo mejoran la angiogénesis
y la promocion de la supervivencia celular y progresion tumoral (Fig.6) (Young et
al, 2014).
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Figura. 6 Los efectos de los factores producidos por las MSC’s sobre células del sistema
inmune.

Se ven los diversos efectos que son dados porlos factores solubles como la IL-10, la PGE2, el TGF- y otros
sobre distintas células del sistema inmune. (Tomada de Castro et al, 2015)

Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), antigeno 4 del linfocito T citotoxico (CTLA-4), Molecula de
adhesion intracelular (ICAM-1), molecula deadhesion de células vasculares (VCAM).

1.3.4. Las MSC’s y la secrecion de factores solubles inmunosupresores

En varios estudios se han utilizado las MSC’s humanas para evaluar sus efectos
en el crecimiento de los tumores en modelos de raton, debido a que éstas no son
rechazadas por el sistema inmune del huésped y por su capacidad

inmunosupresora (Suzuki et al, 2011). Dicho efecto inmunosupresor se ha



atribuido a dos factores: al contacto célula-célula y a la secrecion de los factores
solubles inmunosupresores tal como el HGF, PGE2, TGF-3, IDO, NO e IL-10
(Fig.7, Tabla 1) (Ucelli et al, 2007).

Varios grupos de investigacion han dilucidado un papel importante de varias
citocinas o factores de crecimiento como TGF-B, HGF, PGE2 y HO-1 para la
supresion de LT CD4+ y LT CD8+; el TGF-p bloquea la expresion de las células T
e induce una detencion del ciclo celular en la fase G1, ya que es un potente
inhibidor de la activacién inducida por IL-2. A través de la secreciéon de la PGEZ2,
las MSC’s atentan la produccién de la IL-2 e inhiben la proliferacion, activacion y

expansion de células T (Fig.7) (Gazdic et al, 2015).

Tipos de MSC’s Molé culas involucradas en la
inmunosupresion de las MSC’s

Médula 6sea IDO, TGF-B, HGF, IL-10, HLA-G, PDL-1,
PGE2

Placenta IDO, TGF-B, IL-10, HLA-G, PDL-1

Sangre de cordon umbilical IDO, TGF-B, HGF, HLA-G, PDL-1, PGE2

Cordon umbilical. IDO, TGF-B, HGF, HLA-G, PDL-I,
PGE2, IL-10

Tejido adiposo IDO, TGF-B, HGF, HLA-G, IL-10, PGE2

Gelatina de Wharton IDO, TGF-B, HGF, HLA-G, IL-10, PGE2

Tabla 1. Los factores solubles secretados por los diferentes tipos de MSC'’s.

Se pueden observar distintas fuentes de MSC’s asi como sus distintos factores solubles que secretan (tomada
de Castro et al, 2015).

Se ha visto que la produccién de la PGE2 por las MSC’s y su consiguiente
supresion de células T se revierte después de que las MSC’s son estimuladas con
TNF-a o IFN-y. Las MSC’s también producen y/o expresan la IL-10, galectina-1
semaforina 3 A y la galectina-3 que se conocen como unas importantes moléculas
Inmunosupresoras que participan en la inmunosuprecion de los linfocitos T. Las
MSC’s producen bajos niveles de la IL-10 cuando se cultivan solas, sin embargo,
después de co-cultivos con LTC, las MSC’s producen IL-10 (Fig.7, Tabla 1)
(Gazdic etal, 2015).



Se hace importante resaltar que toda esta produccion de las citocinas anti-
inflamatorias disminuye si se estimula a las MSC’s con altos niveles de citocinas
pro-inflamatorias como TNF-o. e IFN-y, lo que sugiere que el nivel y la
concentracion de mediadores inflamatorios son criticos en la obtencion de la

funcion inmunosupresora de MSC'’s (Fig.7) (Gazdic et al, 2015).

1.3.5. Las MSC’s y la expresiéon de la CD73

Una de las moléculas que expresan las MSC’s es la ectoenzima CD73, conocida
como 5’-ectonucleotidasa, la cual es una glicoproteina de 70 Kilodaltones (kDa)
que se encuentra anclada a la membrana y esta vinculada a proteinas glicosil-
fosfatidil-inositol (GPI). Su funcién es hidrolizar los nucledtidos de monofosfato de
adenosina (AMP) para convertilos en  adenosina (Colgan et al, 2006).
Estructuralmente, la CD73 es un dimero ancladoa la membrana plasméatica a
través de un residuo de serina C-terminal, Ser523, ligada a GPI, sin segmentos de

proteinas de membrana (Antonioli etal, 2013).

El equilibrio entre la adenosina y el ATP es fundamental en la homeostasis
inmune, debido a que por un lado el ATP es una sefal de peligro liberada por las
células dafadas y muertas, el cual induce la activacién de las respuesta inmune,

mientras que la adenosina se encarga de suprimir dicha respuesta (Beavis, 2012).
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Figura. 7 La actividad de una MSC.

Se muestra como las MSC pueden ser activadas y esta activacion lleva a la regulacion de las diversas células del sistema inmune.
(Tomada de Castro et al, 2015)



1.4. La via adenosinérgica

Recientemente se ha postulado que las MSC’s generan adenosina a partir de
nucleotidos extracelulares catalizados por las ectonucleotidasas CD39 y CD73, en
donde la CD39 (ENTPD1 (ectonucleotidasa trifosfato difosfohidrolasa-1), hidroliza
el ATP y el ADP a sus respectivos nucledsidos (Robson et al., 2005), mientras que
la CD73 degrada el AMP a adenosina (Saldanha-Araujo et al, 2011).

La via adenosinérgica ha llamado la atencibn como una diana terapéutica para la
activacion inmune. La adenosina se genera en respuesta a los estimulos
proinflamatorios, tales como estrés celular iniciado por la hipoxia o isquemia. La
liberacién del ATP extracelular sufre conversion por la CD39 al AMP y éste es
catalizado por la CD73 y convertido en adenosina. Muchos estudios han
evidenciado el papel de la adenosina en el escape del tumor. La adenosina
interacciona con 4 subtipos de receptores acoplados a proteina G (Al, A2A, A2By
A3), cada receptor tiene afinidad variable para la adenosina, esto es un indicativo
de los diferentes niveles de respuesta que estos receptores pueden desencadenar

al ser activados (Fig.8) (Young et al, 2014).

La interaccion de la adenosina con los receptores Al y A3 disminuye el AMP
ciclico (CAMP), mientras que la interaccion con los receptores A2A y A2B induce
un incremento en el cAMP de los LT CD4+ y CD8+ para producir un efecto
inhibitorio. Asimismo, los estudios con agonistas y antagonistas selectivos, han
revelado un papel dominante del receptor A2A en la supresion de respuestas
mediadas por células T (Fig.6). La estimulacién de los receptores A2A en las
células T inhibe su proliferacion, la citotoxicidad y la produccion de citocinas pro-
inflamatorias. También se ha demostrado que la adenosina inhibe la maduraciény
la produccion de citoquinas pro-inflamatorias por las CD, y en consecuencia
disminuye su capacidad para inducir respuestas Thl en LT (Fig.8,9) ( Beavis,
2012).



Las CD39yCD73tienen un papel importante en la regulacion de la
funcion de varios tipos de células inmunes, incluyendo a los linfocitos, neutrofilos,
monocitos  /macrofagos, CD (Antonioli et al, 2013). Ademéas de
sus funciones inmunorreguladoras, la via adenosinérgica contribuye directamente
a la modulacion del crecimientode las células de cancer, Ila

diferenciacion, invasion, migracion y metastasis (Fig.9) (Antonioli et al, 2013).

El equilibrio entre la adenosina y el ATP es crucial para la respuesta inmune ya
que el ATP es una sefal de peligro liberado por células dafiadas. EI ATP se
libera ya sea porlisis celular o por mecanismos no liticos incluyendo: (1) la
exocitosis de vesiculas que contienen ATP, (Il) a través de canales de nucleétidos-
permeable, (lll) a través de vesiculas de transporte que entregan las proteinas a la

membrana celular, y (IV) a través de los lisosomas (Antonioli et al, 2013).

La gama de células inmunes que expresan los receptores de adenosina; y por lo
tanto potencialmente afectados porlos efectos inmunomoduladores de
la adenosina incluyen los linfocitos T, células NK,células NKT, macrofagos, CD,
neutréfilos, mastocitos y células B. La adenosina ejerce
efectos inmunosupresores potentes tanto en LT CD4+ y CD8+. Linfocitos T de
ratbn y humanos expresan receptores A2A,A2By A3,y esta expresionesta
regulada positivamente a la estimulacion con mitdgenos o a traves del receptor de
células T (TCR). La estimulacion de los receptores A2A en las células T inhibe su
proliferacion, la citotoxicidad y la produccién de citocinas proinflamatorias (Fig.9)
(Antonioli et al, 2013).

El complejode las CD39/CD73participa en el proceso del escape
tumor, mediante la inhibicién de la activacion, expansién clonal, y homing de las

células T especificas de tumor (Fig.8) (Antonioli etal, 2013).
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Figura. 8 La via adenosinérgica

Se muestra la via adenosinérgica con sus diferentes moléculas y receptores, asi como el efecto que tiene
sobre células T. (Tomada de Antonioli et al, 2013)

1.4.1. La adenosinay sus interacciones con el sistema inmune

La expresion de las CD39 y CD73 en las células Thl7 esta estrechamente regulada
por los factores queinducen la diferenciacion Thl7, es decir, IL-6 y TGF-f. En
particular, la IL-6, a traves dela estimulaciondel factor de
transcripcion Stat3, y TGF-f, resulta esencial para el aumento de la expresion de
las ectonucleotidasas durante la diferenciacion de ceélulas Th17 (Antonioli et al,

2013).

La adenosina desactiva funciones efectoras citotoxicas de las células tanto NK y LT
CD8+ predominantemente a través dela sefalizacion del receptorde Ila
adenosina A2A, lo que permite la evasion y el escape del sistema inmune por parte

del tumor (Young et al, 2014; Beavis, 2012).
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La produccién de la adenosina por las Treg es importante para la supresion de la
respuestas de las células T in vitro e in vivo de una manera dependiente del receptor
A2A. Curiosamente, la adenosina también modula la diferenciacion de los LT
CD4+. La produccion mediada por los Treg de la adenosina evita el desarrollo de

respuesta TH17 dentro del microambiente del tumor (Beavis, 2012).

La adenosina también se ha demostrado que inhibe la accionyla produccion de
citocinas proinflamatorias, la maduracion de CD,y en consecuencia deteriora su

capacidad para inducir respuestas Thl (Fig.9) (Beavis, 2012).

La liberacién de citoquinas y factores moduladores inmunes, tales como factor de
crecimiento vascular (VEGF), IL6,I1L10y TGF-B, por distintos tipos de
células supresoras aumenta  la  supervivenciadel tumora través dela
angiogénesis aumentada e inmunovigilancia inhibida, y por lo tanto la mayoria de la
evidencia sugiere que la adenosina es favorable para la supervivencia de las células
tumorales (Fig.9) (Young et al, 2014).

1.4.2. La adenosinay su relaciéon con el cancer

Enel contexto del cancer, estudios hechos por Sitkovskyy sus colegas han
demostrado que la acumulacién de la adenosina extracelular en los tumores suprime
la respuesta inmune antitumoral, esencialmente a través de la activacion de los
receptores de la adenosina A2A.Los niveles extracelulares de la
adenosina son generalmente constantesen la mayoriade los tejidos, pero
puede aumentar rapidamente en respuesta a la hipoxia y la inflamacion crénica. El
proceso de la acumulacion de la adenosina extracelular en los tumores solidos ha
sido revisado recientemente, la acumulacion de la adenosina extracelular en los
tumores genera un microambiente inmunosupresor que mejora eficazmente el
escape del tumor (Stagg et al, 2011).



La adenosina presente en el microambiente tumoral esa mediada esencialmente por
la expresion de las CD39 y CD73. Estas moléculas son expresadas por células
endoteliales y linfocitos, asi como por las propias células tumorales (Fig.9) (Young et
al, 2014).

Se ha reportado que la adenosina presente en el microambiente tumoral puede
provenir de varias fuentes tales como:

a) La hipoxia celular en la cual se inhibe la adenosina cinasa, lo que causa un
incremento del AMP extracelular y por tanto un incremento de la adenosina. Cuando
este sustrato interacciona con la CD73 dispuesto en células que expresan esta
ectonucleotidasa, como ocurre en las células Treg, células dendriticas foliculares,
células epiteliales y MSC’s entre otras.

b) Se ha descrito que algunas de las células tumorales también pueden producir
adenosina.

c) Los nucleétidos liberados por las células T durante la activacion y la presentacién

de antigenos pueden ser fuentes de la adenosina (Fig.9) (Deaglio et al, 2007).

La reduccion de la adenosina dentro del microambiente del tumor mejora las
funciones efectoras de las células inmunes infiltradas. La expresion baja de los LT
CD8+ especificos de antigenos tumorales es evidente en ratones deficientes de la
CD73. En contraste, la supresion de CD39 reduce la inmunosupresién por Treg, lo
gue permite el aumento de la infiltracion de las células NK y la actividad citotoxica en

el microambiente tumoral (Fig.8 y 9) (Young et al, 2014).
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Se observala via adenosinérgica en el microambiente tumoral, asicomo las diversas moléculas que participan en en ésta, junto con los efectos que tiene sobre

las distintas células del sistema inmune. (Tomada de Antonioli et al, 2013)



1.4.3. La molécula CD73

La CD73 se expresa en el 70% de las células B, el 10% de las células T CD4+, el
80% de las células T CD8+ naiv y el 30% de las células T CD8+ de memoria

circulantes (Young et al, 2014).

Las células T positivas para la CD73 s6lo se encuentran dentro de las poblacion
CD28+ y en subpoblacion de células naiv en un 75% y en un 30% de células de

memoria (Resta et al, 1997).

La CD73 se expresa en los linfocitos, las células endoteliales y epiteliales y
desempeiia un papel fisiolégico en la homeostasis endotelial, esta ectoenzima
actia como una molécula de sefalizacion en los linfocitos T y como una molécula
de adhesion que se requiere en la union de linfocitos al endotelio (Beavis, 2012). La
CD73tambiénse expresa en los siguientes sitios: venas hepaticas, mucosa de
células de transicion,los enterocitos yeyuno e ileon,y  grandes
células de la placenta, glandulas endometriales, de mama y vesicula biliar (Resta et
al, 1997).

Se cree que las acciones bioldgicas de la CD73 son una consecuencia (al menos en
gran parte) de su actividad fosforeguladora enzimatica de nucleétidos extracelulares
(Jin et al, 2010).

Se sabe que la CD73 esta anclada en la membrana a través de GPI en lugar de una
secuencia que abarca la membrana convencional de aminoacidos hidréfobos. Esto
se determind primero por la susceptibilidad de liberacion a partir de membranas de
la CD73y células enteraspor tratamiento con fosfolipasa C especifica de
fosfatidilinositol (PI-PLC) y mas tarde por andlisis estructurales definitivos (Resta et
al, 1997).



Ademas esta asociada en el control de una variedad de respuestas fisiolégicas,
incluyendo el transporte de fluidos e iones epiteliales, lesiones de los tejidos, la
funcion plaquetaria, fuga vascular y restriccion de la migracion de linfocitos a los
ganglios linfaticos, entre otros. También se ha demostrado que participa en la
interaccion célula-célula y célula-matriz, esta implicita en la resistencia a las drogas
y la promocion de los tumores, suprime las respuestas pro-inflamatorias en células
endoteliales humanas. Asimismo, se expresa ampliamente en muchas lineas
celulares tumorales y su expresion se encuentra incrementada en diversos tipos de
carcinomas, incluidos los de colon, pulmén, pancreas y ovario; participa en la
neovascularizacion tumoral, invasion, migracion, adhesién y metastasis (Massaia et
al, 1990; Dianzani et al, 1993; Resta and Thompson, 1997; Colgan et al, 2006;
Lennon et al, 1998; Takedachi et al, 2008; Madara et al, 1993; Airas et al, 1995.)

La CD73 se ha postulado que tiene un papel muy importante en la adhesion de los
linfocitos, esto se ha visto con anticuerpos monoclonales (mAbs) anti CD73, y se

puede ver que compromete las funciones del TCR (Resta et al, 1997).

1.4.4. La molécula CD73y su relaciéon con los tumores

La CD73 se encuentra en una variedad de tejidos, incluyendo colon, cerebro, rifidn,
higado, pulmén, corazén, en los leucocitos derivados de la sangre periférica, el
bazo, los ganglios linfaticos, el timoy la médula 6sea, asi como en el endotelio
(Antonioli, etal 2013).

También se ha asociado a la adenosina con la promocién de la migracion celular in

vitro através del receptor de la adenosina A2B (Young et al, 2014).

Debido a que la adenosina es un metabolito, la genética sélo puede utilizarse para
estudiar la via adenosinérgica por la orientacién de los genes que codifican para la
sCD39 yla CD73 (que generan adenosina), o los receptores para la adenosina (que

consumen adenosina). Las investigaciones iniciales determinaron que la deficiencia
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de la CD390la CD73 mejoraron la inmunidad antitumoraly la supervivencia al
reducir significativamente el crecimiento del tumory la metastasis (Young et al,
2014).

Curiosamente, la CD73se expresa altamenteen muchos tumores soélidos
humanos y su expresion y actividad elevadas se asocian con la metastasis tumoral y
con menor

tiempo de sobrevida de los pacientes, lo que indica que la CD73 esta cercanamente
involucrado enla progresion del céancer gracias a las propiedades
inmunomoduladoras dadas por la adenosina. Por esto es de gran importancia
evaluar el papelde CD73en la inmunidad del cancer (Tabla 2) (Jin et al, 2010).

Enfermedad Numero de pacientes con Expresion.

expresion de CD73 en

tumores.
Cancer de vejiga 2/2 Lineas celulares
Leucemia 97/299 Células CD19+ de neuroblastoma
Glioma 1/1 Linea celular U138MG
Gliobastoma 158/165 Muestras primarias de tejido
Melanoma 717 Lineas celulares
Cancer de ovario 33/36 Muestras primarias de pacientes
Cancer de tiroides. 3/3 Muestras primarias de pacientes
Cancer esofagico. 4/4 Lineas celulares
Cancer gastrico 15 Muestras primarias de pacientes
Cancer de colon 38 Muestras primarias de pacientes
Cancer de préostata Yo Lineas celulares LNCaP y PC-3
Cancer de mama 5/9 y 13/30 Lineas celulares. Muestras primarias

de pacientes.

Cancer de cabeza 33 Muestras primarias de pacientes
y cuello
Exosomas de cancer  3/3 Lineas celulares.

Tabla 2 La representacion de tipos de tumores que expresan la CD73

Se enlistan el tipo de cancer que se han estudiado y la expresion de la molécula CD73 en pacientes (Tomada de
Beavis et al, 2012).
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La expresion de la molécula CD73 en tumores ejerce una presion selectiva sobre el
sistema inmune, debido a que los tumores positivos a la CD73 estan mejor
equipados para suprimir la respuesta inmune antitumoral. El microambiente tumoral
contiene factores que regulan la expresion de la CD73, esta expresiéon mediada por
el TGF-B y es revertida por las citocinas de tipo Thl, sugiriendo una relacién
reciproca entre la respuesta antitumoral y las citocinas pro-inflamatorias que inhiben
la expresion de la CD73 (Spychala et al, 2004; Regateiro et al, 2011).

1.4.5. El bloqueo de la via adenosinérgica

El bloqueo de la actividad enzimatica de la CD39 puede conducir a un aumento en
los niveles del ATP extracelular, lo que permite co-activar los inflamosomas y la
promocién de la inmunidad tumoral. Inmunoterapias de anticuerpos dirigidos contra
la CD73 demostraron propiedades antitumorales similares a las obtenidas con el
blogueo de la CD39 (Young et al, 2014).

El receptor A2A media la respuesta a través de un mecanismo dependiente de
perforina mediada por los linfocitos, mientras que la progresion metastéasica fue
inhibida a través de la adenosina por el receptor A2B independiente de las células
NK y funciones de los LT CD8+ (Young et al, 2014). El bloqueo tanto de la CD73
como del receptor A2A en diferentes lineas tumorales desencadené en la

proliferacion de las células T (Jin et al, 2010).

Curiosamente, se ha reportado que las células T humanas inmortalizadas (Jurkat)
gue expresan la CD73, carecen de actividad enzimatica aun co-activadas con anti-
CD73. Estos resultados plantean la posibilidad de que un ligando fisiolégico para la
CD73 puede estar implicado en la activacion de las células T, aunque esto aun debe

ser demostrado (Young et al, 2014).
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De hecho, se ha encontrado que la desregulacion de la CD73 por los siRNA en
células de tumores da pie a la actividad de células T antitumorales y se observd una
mayor sobrevidaa largo plazo enratones con tumor (Jin et al, 2010).
Recientemente, el uso de mAB anti CD73 de humano ha demostrado reducir la

metastasis espontanea de xenoinjertos de cancer de mama humano, independiente

del crecimiento del tumor primario (Young etal, 2014).

Debido a la amplia expresiéon de la CD73, incluyendo en las células endoteliales, la
administracion de anti-CD73 mAb puede llevar el riesgo de toxicidad sistémica,
aunque esto no ha sido reportado en los ratones que se han tratado con anti-CD73.
Debido a la multifuncionalidad de la CD73 (promocion de tumor asociado a la
angiogénesis, la adhesién celular y la migracion), parece ser un objetivo terapéutico
(Young et al, 2014).

Tratando de replicar las respuestas antitumorales obtenidas mediante la
desregulacion de la CD73 y la CD39, a través de la orientacion farmacoldgica
ocupando bloqueadores especificos de la CD73 y la CD39 identificados en la
progresion del cancer. Pequefias moléculas bloqueadoras como lo es el APCP
blogueador de CD73 (a,f-Methyleneadenosina 5'-diphosphate) y POM-1
(polyoxometalate-1) bloqueador de CD39, que derogue directamente las funciones
cataliticas de la CD73 y la CD39, respectivamente, inhiben el crecimiento tumoral y

la metéstasis (Young et al, 2014).

Recientemente se han ideado algunos sistemas para contrarrestar el efecto
inmunosupresor de adenosina en tumores, por ejemplo, el uso del APCP, inhibidor
especifico de la CD73 o el bloqueo de su expresion mediante siRNA. Se ha
demostrado que la expresion de la CD73 en células no
hematopoyéticas y hematopoyéticas restringe significativamente la inmunidad
antitumoral mediada por los LT CD8+. Se vio que la inhibicién de la CD73 puede

suprimir eficazmente el crecimiento del tumor, asi como el potencial metastasico de
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las células tumorales (Stagg etal, 2011).

Es de destacar que solamente la inhibicion de la CD73 no logra curar el cancer a
pesar de aumentar la supervivencia y la inhibicion del crecimiento tumoral. Esto es
probablemente debido al ndmero insuficiente de las células T
antitumorales efectoras en el microambiente tumoral, que no sélo sonincapaces
de controlar el cancer, sino que también son influenciadas facilmente por otros
mecanismos inmunosupresores. Curiosamente, la inhibicién de la CD73 mejora
notablemente las células T efectoras antitumorales. Por lo tanto, la estrategia
Optima para contrarrestar los efectos inmunosupresores de la via adenosinérgica
CD73 en el microambiente tumoral es complementaria a otros enfoques dirigidos a

mejorar el desarrollo y la funcién de las células T antitumorales (Jin et al, 2010).



2. Antecedentes

Nuestro grupo de investigacion ha logrado obtener y caracterizar MSC'’s de tejidos
normales de cuello uterino (MSC’s-CN) y de tumores avanzados de CaCu (MSC'’s-
CaCu) (Montesinos JJ et al, 2013). En un estudio reciente se encontro que la
expresion y actividad funcional de CD73 es significativamente mayor en las
MSC’s-CaCu que en las MSC’s-CN y la adenosina producida por estas MSC’s
inhibe fuertemente la proliferacion de linfocitos T; asimismo, la adicion del APCP a

las MSC’s inhibe fuertemente la generacion de adenosina (Morales, 2014).

Por otra parte, en un estudio previo de crecimiento tumoral en ratones C57BL/6
con proteccidon inmunoldgica contra el reto tumoral, a través de la administracion
del péptido inmunogénico RAHYNIFTV de la proteina E7 de VPH-16 y de la
inoculacion simultanea de células tumorales TC-1 con MSC’s-CaCu, inhibio la
proteccion inmune mediada por linfocitos T citotdxicos, e indujo una disminucién

en la expresion de moléculas H-2DP en los tumores (Montoro, 2014).

En un experimento similar, el suministro de cafeina (un bloqueador de receptores
para adenosina) a los ratones, inhibié de manera importante la supresion de los
linfocitos T citotdxicos ejercida por las MSC’s y restableci6 la funcién
inmunoprotectora de los linfocitos T efectores (Navarro, 2013), lo cual nos permite
sugerir que las MSC’s-CaCu a través de la generacion de adenosina pueden
ejercer un fuerte efecto inmunosupresor sobre la actividad efectora de los LTT

CD8+ in vivo y favorecer la evasion de la respuesta inmune antitumoral.

En consecuencia, en el presente estudio se plantea analizar si el bloqueo de la
actividad funcional de la CD73 con el APCP inhibe el efecto inmunosupresor de
las MSC’s-CaCu en este modelo experimental, lo cual serd de gran importancia
para establecer estrategias que favorezcan una mejor respuesta inmune

antitumoral en pacientes con CaCu.
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3. Hipétesis

En el modelo experimental de reto tumoral en ratones de la cepa C57BL/6

previamente inmunizados con el péptido antigénico RAHYNIVTF (derivado de la

proteina E7 de VPH-16), con células tumorales TC-1, se espera que el suministro

del APCP inhiba de manera importante el efecto inmunosupresor de las MSC’s-

CacCu.

4. Objetivo General

Analizar la capacidad inmunosupresora de las MSC’s-CaCu a través de la via

CD73-adenosina en un modelo de proteccién inmunolégica ante el reto tumoral.

41.

V1.

Objetivos particulares:

Analizar el efecto de las MSC’s-CaCu, MSC’s-CaCu CD73 Des y MSC’s-CN
sobre el crecimiento tumoral inducido por las células tumorales TC-1, en
ratones C57BL/6 inmunizados o no con el péptido RAHYNIVTF.

Analizar el efecto del APCP sobre el crecimiento tumoral inducido por
células tumorales TC-1 en presencia de las MSC’s-CaCu, MSC’s-CaCu
CD73 Des y MSC’s-CN en ratones C57BL/6 inmunizados o no con el
péptido RAHYNIVTF.

Analizar la expresion de las moléculas H-2DPy H-2KP en las células de los

tumores de los distintos tratamientos

. Determinar la concentracion de IL-10 en los sueros de los ratones de los

distintos tratamientos

Ver el efecto citotoxico de los LT CD8+ provenientes de ratones
inmunizados contra las células tumorales provenientes de los distintos

tratamientos.

Cuantificar el mRNA de IL-10, H-2DP y CD73 mediante gRT-PCR en las

células provenientes de los tumores.
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5. Materiales y métodos

5.1. Cultivos celulares

Para la induccién de tumores se utilizaron las células tumorales TC-1 derivadas de
un carcinoma de pulmén de raton C57BL/6, las cuales expresan de manera
permanente los oncogenes E6 y E7 de VPH-16 junto con el gen Ras ademas de
ser histocompatibles a este modelo de raton por presentar moléculas H-2DP (Lin et
al, 1996). Estas células se cultivaron con medio de cultivo RPMI 1640 (Sigma,
USA) suplementado con suero fetal de bovino (SFB) GibcoBRL (Life
Technologies, USA) al 10%. También se emplearon estirpes de MSC’s (humanas),
las cuales se obtuvieron de cérvix normal (MSC’s-CN) y cancer ceérvico uterino
(MSC’s-CaCu). Estas estirpes celulares fueron proporcionadas por la Unidad de
Investigacion médica en enfermedades oncoldégicas, CMN SXXI. Todas las
estirpes de MSC'’s utilizadas en este trabajo se caracterizaron por nuestro grupo
de investigacion con base en los parametros morfolégicos, fenotipicos y de
diferenciacion establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular
(Montesinos et al, 2013). Posteriormente las MSC’s se cultivaron con medio de
cultivo consistente en DMEM bajo en glucosa GibcoBRL (Life Technologies, USA)
suplementado con SFB al 15%. Antes de ser inoculadas, todas las células se
cultivaron en condiciones de esterilidad y fueron mantenidas bajo condiciones
reguladas en una incubadora (Forma Scientific, USA) a 37°C con 5% de CO2 y

humedad saturante.

5.2. Desregulacion de la molécula CD73

A una parte de las MSC’s-CaCu se les desregulé de la expresion de la molécula
CD73 (MSC’s-CaCu Des) por siRNA: para ello se utilizé el vector lentiviral pGIPZ
(Gene de acceso: NM 011851 de Open Biosystem, USA). Las construcciones
especificas para inhibir CD73 de manera estable fueron RMM4431-98751230 y

RMM4431-98762273. Para el control de expresion se utiliz6 un vector trans-
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lentiviral GIPZ (Open Biosystem, TLP4615). Esto se realizd haciendo un cambio
de medio en los cultivos, aparte se prepar6 en 100 ul total de medio sin suero DNA
de CD73 y el reactivo TurboFect (Thermo Scientific, USA) colocando 20 pg de
DNA y 20 ug de TurboFect, se incuba a temperatura ambiente por 20 min y

posteriormente se le afiade a la caja y se evalla a las 48 horas.

5.3. Cepa de ratones

Se emplearon 17 tratamientos cada uno de 6 ratones hembra de la cepa C57BL/6
(Haplotipo H-2DY) de 6-8 semanas de edad, se mantuvieron en condiciones
estandar de Bioterio, con alimento y agua conforme a la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, Diario Oficial de la Federacion, 22 de agosto de 2001.

54. Inmunizacién

Para inducir proteccion inmunologica en los ratones C57BL/6, se emplearon dos
grupos con 4 tratamientos cada grupo, cada tratamiento con 6 ratones y se
inmunizd con tres dosis del péptido RAHYNIVTF (derivado de la proteina E7 de
VPH16) (Thik peptides) de 100ug cada una, via cavidad peritoneal. El péptido
aplicado se disolvi6 en PBS (Solucion Salina de Fosfatos) y se emulsion6 con
adyuvante completo de Freund (Sigma, USA) en proporcion 1:1 para la primera
dosis. En las dosis subsecuentes se utilizaron 100ug de péptido emulsionado con
adyuvante incompleto de Freund (Sigma, USA) en proporcién 1:1, el tiempo
transcurrido entre cada inmunizacion fue de aproximadamente de 10-12 dias. El

volumen total de antigeno y adyuvante fue de 100pl.
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5.5. Inoculacion de células para la induccién de tumores

Los 2 grupos que recibieron proteccion inmunolégica con el péptido RAHYNIVTF y
los otros dos sin proteccién inmunoldgica, se les administraron 10 dias después de
la Gltima inmunizacién 1x10° células tumorales TC-1 en el dorso y las MSC'’s via
caudal simultaneamente (en proporcion 1:1), teniendo los siguientes tratamientos:
1) TC-1+MSC’s-CaCu; 2) TC-1+MSC’s-CaCu CD73 Des (desreguladas de la
molécula CD73); 3) TC-1+MSC’s-CN; 4) TC-1+0 como se indica en la Tabla 3.

5.6. Aplicacién del APCP (a,8-Methyleneadenosina 5'-diphosphate)

Para analizar la participacion de la CD73 en el crecimiento tumoral, dos grupos,
uno inmunizado y otro sininmunizar, fueron tratados de manera simultanea por via
intravenosa e in situ (en el sitio del tumor), con el inhibidor especifico de CD73
APCP administrado de 20mg/Kg de peso, cada 3 dias las dos primeras dosis via
intravenosa y las tres siguientes in situ haciendo un total de 5 dosis a partir del dia

15 de crecimiento tumoral (Tabla 3).

Grupo Inmunizados Sin inmunizar

Sin APCP TC-1+0 TC-1+0
TC-1+MSC’s-CaCu TC-1+MSC’s-CaCu
TC-1+MSC’s-CN TC-1+MSC’s-CN
TC-1+MSC’s-CaCu CD73  TC-1+MSC’s-CaCu CD73
Des Des

Con APCP TC-1+0 TC-1+0
TC-1+MSC’s-CaCu TC-1+MSC’s-CaCu
TC-1+MSC’s-CN TC-1+MSC’s-CN
TC-1+MSC’s-CaCu CD73 | TC-1+MSC’s-CaCu CD73
Des Des

Tabla 3 Esquema de induccion de tumores.



Se les dio a los tratamientos un refuerzo de células de TC-1 10 dias después de la

primera dosis.

5.7. Medicion de tumores

El crecimiento tumoral fue monitoreado cada 3 dias, y el volumen tumoral se
calculé usando la formula v= (r1*r22)/2 donde r1 y r2 son los valores obtenidos a
partir de la medicién perpendicular del tumor (Paz de la Rosa et al, 2009). Los
ratones se sacrificaron cuando el volumen del tumor fue aproximadamente de
2000 mma,

5.8. Obtencion de sueros de los distintos tratamientos para

determinar la concentracion de la IL-10

Durante el crecimiento tumoral de los ratones se llevaron a cabo 3 sacrificios (un
raton por grupo) a los dias 10, 20 y 30 después de inoculadas las células
tumorales, esto se realiz6 por la técnica de exanginacién para obtener toda la
sangre de los ratones y poderla analizar por la técnica de un Ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) para la IL-10 esto se realizd con un kit
(murine IL-10 Development Kit, Pepro Tech., USA). Este ensayo consiste en la
técnica del sandwich de un inmunoensayo enzimatico.

En una placa de ELISA de 96 pozos (Costar, USA), se colocaron por triplicado 100
ul de un anticuerpo monoclonal especifico para IL-10 a una concentracion de 2.0
ug/mL y se dejé incubando durante toda la noche. Al dia siguiente, la placa se lavd
4 veces con 300 ul de una solucién de lavado (PSB-Tween-20 0.05%) y se
bloguearon los espacios vacios con una solucion de bloqueo (BSA-PBS 1%) por
1h. Una vez transcurrido este tiempo se procedié a lavar 4 veces con 300 ul de

solucion de lavado (PBS Tween-20 0.05%) y se afiadié 100 pl de una muestra
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estandar en diferentes concentraciones segun lo recomendado por el proveedor
(5000-39.06) en unos pozos y en otros la muestra problema diluida en PBS 1:10
(tomando 10ul de suero problema y afiadiendo 90 ul de PBS) y se incub6 por 2h.
Una vez transcurrido el tiempo se lavo 4 veces la placa con 300ul de solucion de
lavado (PBS Tween-20 0.05%) y posteriormente se adicion6 100 ul de un
anticuerpo especifico para IL-10 y ligado a la enzima peroxidasa a una
concentracion de 0.5 pg/mL dejandolo incubar por 2h (este anticuerpo fue diluido
en una solucion de PBS-0.05% tween-20 y 0.1% BSA). Después se realizaron 4
lavados a la placa con 300 ul de solucién de lavado (PBS Tween-20 0.05%) para
remover el anticuerpo ligado a enzima que no se unig; luego se adiciond una
solucion de avidin-HRP conjugada 1:2000 colocando 100 pul por pozo y se incub6
por 30min (esta avidin-HRP fue diluida en una solucién de PBS-0.05% tween-20 y
0.1% BSA). Pasando esto se lavd 4 veces la placa con 300 ul de solucion de
lavado (PBS Tween-20 0.05%) y se afiadio 100 ul de substrato ABTS (2,2’azino-
bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid, SIGMA, USA) a temperatura ambiente;
se monitored el desarrollo de color cada 15 min durante 1 h. La intensidad del
color verde fue determinada en un lector de placas de ELISA (Molecular Device

Emax) a una longitud de onda de 405 nm con una correccién a 650 nm.

5.9. Determinacion de moléculas H-2DP y H-2KP en las células

tumorales cultivadas

Al término de la cinética de crecimiento tumoral se llevé a cabo la obtencion de
tumores para realizar cultivos para determinar la expresion de moléculas del MHC-
§

Los ratones fueron sacrificados y se obtuvo su tumor para ser cortados en
pequefios fragmentos (explantes), estos explantes fueron sembrados en platos de
cultivo de 100 mm x 20 mm (Corning, USA) mediante adherencia empleando una
pequena cantidad de medio RPMI 1640 suplementado con SFB al 10% durante
aproximadamente 1 h. Una vez adheridos los explantes se adicion6é una cantidad

suficiente (para cubrir los explantes) de medio de cultivo RPMI1640 suplementado
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con SFB al 10% y medio de cultivo DMEM bajo en glucosa mas 15% de SFB en
proporciones 3:2. Una vez observado el crecimiento celular en la periferia del
explante, se realizaron cambios parciales de medio de cultivo cada tercer dia

retirando 5 mL y afladiendo 5 mL de medio fresco.

Cuando se obtuvo una poblacién importante (> 500,000) de células alrededor del
explante, las células fueron cosechadas para determinar la expresién de
moléculas H-2DPy H-2KP en la membrana celular mediante citometria de flujo.
Esto se realiz6 con 5x10° células; se incubaron con 50ul de un anticuerpo
monoclonal anti-H-2DP/H-2KP (0.5mg/mL Nowus Biologicals) diluido 1:50 en PBS
incubando por 30 min a 4°C, posteriormente se centrifugaron a 2000 RPM a 5°C
durante 5min, para eliminar el sobrenadante. Las células se lavaron con PBS-
2%SFB dos veces y se adicion6 1ul del anticuerpo secundario cabra anti-raton
marcado con FITC IgG-Fab (Sigma, USA). Las células se incubaron a 4°C por 20
min. Posteriormente se lavaron y se procedio a leerlas en un citobmetro de flujo
(FACS-AriaBD. USA).

5.10. Obtencién de LTCD8+ para ensayos de citotoxicidad

Para analizar la actividad citotoxica de los linfocitos T CD8+, se contd con un
grupo de 6 ratones inmunizados con el péptido RAHYNIVTF, se sacrificaron los
ratones después de 3 inmunizaciones y se obtuvo el bazo para macerarlo con
ayuda de una organza y un émbolo, después de esto se tratdé con 3mL de buffer
de lisis de eritrocitos, posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS. Las células

obtenidas de este proceso se sometieron al proceso de obtencién de LT CD8+.

Para la obtencion de la poblacién de LT CD8+ del bazo, se utilizd un kit de
seleccién de CD8+ (Mouse CD8+ T Cell Enrichement Kit, Easy Sep, Stem Cell
Technologies, USA), donde se indica que con una poblaciéon de 5x107 células en
un volumen no mayor a 2ml se agregé 100ul de cocktail y se incub6 por 15 min a
4°C, posterior a esto se agregé 200 ul de Biotin Selection Cocktail y se dejo

incubar en refrigerador a 4°% por 15 min, después se agregan 200ul de Magnetic
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Nanoparticles y se incuba por 5 min a 4°C, se completdé la suspension a un
volumen total de 2.5 mL con suero normal de rata, después se colocé en un
magneto por 5min, después de esto se colectd la fraccidn flotante, como se indica

en el protocolo de usuario.

Una vez obtenidos los LT CD8+ se hicieron co-cultivos con las células obtenidas
de los explantes de los distintos tratamientos en proporcion 1:5
(200,000:1,000,000 TC-1:LTCDS8) durante 4h, las células blanco se marcaron con
CFSE, y se evaluo la viabilidad mediante el reactivo de viabilidad 7-AAD (7-amino-

actinomycin D), mediante un citdmetro de fluo (FACS-Aria BD, USA).

La citotoxicidad fue calculada con la formula ((Muerte experimental - Muerte

espontanea) / (Muerte total — Muerte espontanea)) x 100

5.11. Cuantificacion de mRNA por RT-PCR en tiempo real

Para realizar la cuantificacion de mRNA, de los distintos tratamientos se
obtuvieron las células de los explantes y se obtuvo el RNA implementando la
técnica de trizol como se describe en el protocolo de usuario (Invitrogen,
California, USA). EI RNA se disolvio en 15 pl de agua libre de RNAsas (Invitrogen).
Para la obtencion de cDNA se utilizaron 500 ng de RNA por cada 20 ul de la
reaccién de retrotranscripcion (RT), empleando para ello el kit High Capacity RNA-
to-cDNA (Applied Biosystems, California, USA). Los productos obtenidos de la
reaccion de retrotranscripcion de las lineas celulares fueron analizados para la
expresion de: IL-10, H-2DP y CD73, por PCR en tiempo real, para esto se utilizo el
gen GAPDH como control interno en todos los ensayos (las secuencias de los
oligos se muestran en la tabla 4). Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo
en un equipo Light Cycler 480 Real-Time PCR System (Roche Diagnostic,
Manheim, Germany), el termociclado de cada reaccién fue elaborado en un
volumen final de 10 pl siguiendo el protocolo de LightCycler 480 Probe Master
(Roche Diagnostic, USA).
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Gen Sentido 5’-3’
H-2D° 5 — AGGGCTGGATTGAGA- 3’
IL-10 5 — CAGAGCCACATGCTCCTAGA -3
CD73 5 — GCCCGCTCTTTACCAAG -3’
GAPDH 5’ - CGTACCAGTGCAAAGACCCTA -3

Tabla 4 Secuencia de primers utilizados para el gRT-PCR.

5.12. Analisis estadistico

Temperatura de
alineamiento (°C)

55.6

56.4

56.2

56.7

Los datos se analizaron en el programa GraphPad Prism 5.0 y se realizd una

ANOVA de dos colas con un post test de Bonferroni para la cinética de crecimiento
tumoral. Para los datos obtenidos del ELISA de IL-10 se usé una ANOVA de dos

colas con un post test Bonferroni, para el analisis de los datos de la expresion de
moléculas MHC | se usé una ANOVA de 1 cola con un post test Tuky y para el
analisis de mRNA se uso6 una prueba ANOVA de 1 cola con un post test Tuky.
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6. Resultados

6.1. Las MSC’s-CaCu y las MSC’s-CN favorecen el crecimiento
tumoral en condiciones normales y de inmunoprotecciéon en ratones

de la cepa C57BL/6 a través de la via CD73-adenosina

Se emplearon 2 grupos de ratones (Inmunizados y no inmunizados con el péptido
RAHYNIVTF) y cada grupo se dividio en 4 subgrupos de acuerdo a los siguientes
tratamientos (TC-1+0, TC-1+MSC’s-CaCu, TC-1+MSC’s-CaCu CD73 Des y TC-
1+MSC’s-CN). Los ratones que recibieron inmunizacion previa con el péptido y
solo recibieron células tumorales, fueron protegidos ante el reto tumoral, ya que
después de los 34 dias no se detectd crecimiento tumoral en la zona de
inoculacion de las células TC-1 (Fig. 10A-B). Sin embargo, el grupo de ratones
que recibi6 las células TC-1+MSC’s-CaCu mostré un crecimiento tumoral de 1.51
cm?3 (Fig. 10A) y en los que recibieron TC-1+MSC’s-CN el crecimiento fue de 1.1
cm? (Fig. 10B).

Por otro lado, nuestro grupo de investigacién ha reportado que la expresion de la
ecto-nucleotidasa CD73 en MSC’s-CaCu inhibe in vitro la actividad efectora de
linfocitos T citotéxicos a través de la produccién de grandes cantidades de
adenosina (Morles, 2014; Santos, 2014). En consecuencia, con la finalidad de
determinar si el crecimiento tumoral promovido por la inoculacion de las MSC’s-
CaCu y MSC’s-CN en los ratones C57BL/6 dependia de la expresion de la CD73,
a algunos subgrupos de ratones se les aplicaron 5 dosis de 20mg/Kg de peso del
APCP, cada tres dias durante el periodo de crecimiento tumoral, las dos primeras
aplicaciones fueron aplicadas via caudal y las 3 restantes se aplicaron in situ en el
tumor (Tabla 3). De manera interesante, el tratamiento con APCP en ratones que
recibieron TC-1+MSC’s-CaCu redujeron significativamente (p<0.01) el crecimiento
tumoral de 1.5 cm® a 1.1 cm? (Fig. 10A), mientras que aquellos que recibieron TC-

1+MSC’s-CN y fueron tratados con APCP, inesperadamente mostraron un mayor
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crecimiento tumoral (p>0.001) de 1.1 cm3a 1.5 cm?® (Fig. 10B). Es de notar que en
ambos subgrupos, los ratones tratados con solo células TC-1+ APCP mostraron
un ligero, pero perceptible crecimiento tumoral en el sitio de la inoculacion de las

células tumorales (Fig. 10A-B).

Por otra parte, en el grupo de ratones que no recibieron inmunizacién con el
péptido RAHYNIVTF, se observd que el subgrupo que recibio las células
tumorales TC-1, como era de esperarse, mostrd crecimiento tumoral, cuyo
volumen promedio fue de 0.88 cm® después del dia 34 de seguimiento. No
obstante, el subgrupo de ratones que fue inoculado con las células TC-1+MSC'’s-
CaCu mostr6 un crecimiento tumoral de 2.00cm?3, el cual fue significativamente
mayor (P<0.001) respecto al grupo que recibié solo células tumorales (Figura
11A). Mientras que el subgrupo de ratones que fue inoculado con las TC-
1+MSC’s-CN presentd un crecimiento tumoral promedio de 1.4 cm?, el cual
también fue significativamente mayor (p<0.01) que el subgrupo que solo fue
inoculado con células las TC-1 (Fig. 11B). Es importante hacer notar que el
tratamiento con el APCP produjo una reduccion importante en el crecimiento
tumoral de los ratones que fueron tratados con las TC-1+MSC’s-CaCu de 2 cm? a
1.3 cm? (Figura 11A), mientras que en ratones que recibieron el tratamiento con
TC-1+MSC’s-CN incremento el volumen tumoral de manera significativa (p<0.001)
de 1.4 cm3 a 2 cm? (Fig. 11B).

Por otro lado, para confirmar que CD73 expresado en las MSC’s-CaCu participa
de manera importante en la capacidad de estas células para favorecer el
crecimiento tumoral, se generaron MSC’s-CaCu desreguladas en la expresion de
la molécula CD73 (MSC’s-CaCu CD73 Des) mediante la transfeccion de las
MSC’s-CaCu con un siRNA interferente para dicha molécula. De manera
interesante se observd que al inocular las MSC’s-CaCu CD73 Des y TC-1 a los

ratones C57BL/6 no inmunizados, el crecimiento tumoral fue de aproximadamente
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0.25 cm?, el cual fue significativamente inferior (p<0.001) al tamafio tumoral
mostrado por los ratones a los cuales sélo se les aplicaron las MSC’s-CaCu+TC-1
y el APCP, o simplemente las células tumorales TC-1 (Fig.12A). De igual manera,
en ratones inmunizados con el péptido RAHYNIVTF, el tratamiento con las MSC’s-
CaCu CD73 Des y las células TC-1, produjo tumores con un tamafio de 0.7 cm?,
los cuales fueron significativamente menores (p<0.001) que en los mostrados por
los ratones tratados con las MSC’s-CaCu+TC-1 y el APCP (Fig. 12B).

Estos resultados nos permiten sugerir que las MSC’s-CaCu a través de la
expresion y actividad funcional de la CD73 pueden participar tanto en la supresiéon
como en la evasion de la respuesta inmune antitumoral.
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Figura. 10 Las MSC’s-CaCu y MSC’s-CN inhiben la proteccion immune antitumoral

Ratones de la cepa C57BL/6 fueron inmunizados previamente con 3 dosis de 100ug del péptido
RAHYNIVTF derivado de la proteina E7 de HPV-16. Diez dias posteriores a la tercera
inmunizacion, subgrupos de 6 ratones fueron inoculados con 10° células TC-1, o co-inoculados con
10° células TC-1 (via subdérmica en el dorso) y 10° MSC’s-CaCu (A) o MSC’s-CN (B) (via
intravenosa caudal). Algunos subgrupos fueron tratados con (20mg/Kg) del APCP, un inhibidor
especifico para la CD73. *p<0.001 **p<0.01, indican diferencias estadisticas entre los subgrupos.
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Figura 11. Las MSC’s-CaCu y MSC’s-CN favorecen el crecimiento tumoral.

Ratones de la cepa C57BL/6 previamente inmunizados o no con el péptido RAHYNIVTF, fueron
inoculados con 10° células TC-1, o co-inoculados con 10° células TC-1 (via subdérmica dorsal) y
10> MSC’s-CaCu (A) o MSC-CN’s (B) (via intravenosa caudal). Algunos subgrupos fueron
tratados con 20mg/Kg del APCP, un inhibidor especifico para la CD73. *p<0.001, **p<0.01,
**%p<(0.05, indican diferencias estadisticas entre los subgrupos.
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Figura 12. Las MSC’s-CaCu y MSC’s-CaCu CD?73 Des favorecen el crecimiento tumoral
mediante la expression de CD73.

Ratones de la cepa C57BL/6 previamente inmunizados (A) o no (B) con el péptido RAHYNIVTF,
fueron inoculados con 10° células TC-1, o co-inoculados con 10° células TC-1 (via subdérmica en
el dorso) y 10° MSC’s-CaCu 0 MSC’s-CaCu desreguladas en la expresion de CD73 (MSC’s-CaCu
Des) (via intravenosa caudal). Algunos subgrupos fueron tratados con 20mg/Kg del APCP, un
mhibidor especifico para la CD73. *p<0.001 **p<0.01, indican diferencias estadisticas entre los

subgrupos.
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6.2 La co-inoculacion de las MSC’s con las células tumorales TC-1 en
ratones C57BL/6, induce una disminucion en la expresion de las

moléculas H-2D?y H-2K" en las células tumorales

En estudios previos, hemos observado que la co-inoculaciéon de las MSC’s-CaCu
con las células tumorales TC-1 en los ratones C57BL/6 induce una disminucion en
la expresion de moléculas del MHC-I en las células tumorales (Montoro, 2014).
Con la finalidad de analizar si en los tumores inducidos en los ratones que fueron
tratados con el APCP o las MSC’s-CaCu desreguladas para la CD73, también se
observaba ese fendbmeno, se obtuvieron los tumores de los distintos tratamientos y
se realizaron cultivos para analizar por citometria de flujo la expresién de las

moléculas H-2DPy H-2KP en las células tumorales.

En el caso de los tratamientos que recibieron la proteccion inmunolégica con la
administracion o no del APCP, se encontré que las células TC-1 provenientes de
tumores de ratones a los cuales se les administraron estas células tumorales y
contaron con las 5 dosis de APCP, mostraron una disminucion de 23-28% en la
expresion de las moléculas H-2DPy H-2KP en comparacién con la linea celular
TC-1 en cultivo. Mientras que las células TC-1, derivadas de los tumores de los
ratones a los cuales se les co-inocularon las MSC’s-CaCuy las TC-1, presentaron
una disminucién de 79% en la expresién de las moléculas H-2DP y H-2KP

respecto a la linea TC-1 en cultivo (Fig.13A)

Para el caso de las células provenientes de los tumores de los ratones a los
cuales se les administraron las MSC’s-CN, se encontré que las células tumorales
TC-1 presentaron disminucién de la expresion de las moléculas H-2DPy H-2KP en
aproximadamente 45% (Fig.13A); mientras aquellas derivadas de ratones a los
cuales se les administr6 el APCP ademas de las MSC’s-CN y las TC-1 la

disminucion de la expresion de estas moléculas fue de 58% (Fig.13A).
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Por otro lado en los grupos de ratones que no fueron inmunizados, se pudo
observar un comportamiento similar. Las células TC-1 obtenidas de los tumores
de los ratones tratados s6lo con estas células presentaron una disminucion de
7.8% y 15.2% en la expresion de las moléculas H-2DP y H-2KP en ratones no
tratados o tratados con APCP respectivamente (Fig.13B). De manera importante,
a los ratones a los cuales se les administraron células MSC’s-CaCu se observo
una disminucion de 60% y de 34% de las moléculas H-2DPy H-2KP en ausencia o
presencia del tratamiento con el APCP, respecto a la expresion basal de la linea
celular TC-1 en cultivo (Fig.13B). Para las células TC-1 provenientes de los
subgrupos de ratones a los cuales se les administraron las MSC’s-CN se observo
una disminucion de estas moléculas aproximadamente de un 43% (Fig.13B) y
nuevamente se encontré en las células provenientes de los tratamientos con las
MSC’s-CN y el APCP una disminucion en la expresién de estas moléculas del
MHC-I del 62%, muy parecida a la del grupo donde se les administraron las MSC-
CaCu (Fig.13B).

Conrespecto a las células provenientes de los tumores de los ratones a los cuales
se les administraron las MSC’s-CaCu CD73 Des, tanto inmunes como no inmunes,
mostraron una menor disminucion en la expresion de las moléculas H-2DP y H-2Kb,
la cual fue comparable con la expresibn mostrada en ratones que recibieron las
células TC-1 y tratamiento con el APCP. Las células TC-1 mostraron disminucién
del 29% en ratones inmunes tratados con las MSC’s-CaCu CD73 Des; 22% en los
ratones inmunes tratados con las MSC’s-CaCu CD73 Des +APCP; 24% en los
ratones no inmunes tratados con las MSC’s-CaCu CD73 Des; y 38% en los
ratones no inmunes tratados con las MSC’s-CaCuCD73 Des +APCP (Fig.13A-B).

Todos estos resultados nos confirman que la presencia de las MSC’s en este
modelo tumoral provoca una fuerte disminucion en la expresion de las moléculas
H-2DPy H-2KP en ratones inmunes o no, y que la inhibicién de la actividad o

expresion de la CD73 atenda dicho fenébmeno.
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Figura. 13 La co-inoculacion de las MSC’s con las células tumorales TC-1 en los
ratones C57BL/6, induce disminucion en la expresion de las moléculas H-2D" y H-2K"

en las células tumorales.

Grupos de ratones (n=5) inmunizados previamente con el péptido RAHYNIVTF (A), o no
inmunizados (B), fueron inoculados con las MSC’s-CaCu, MSC-CN’s 0 MSC’s-CaCuCD73 Des y
las células tumorales TC-1, y algunos tratados simultineamente con el APCP. Los tumores
inducidos en los ratones fueron cultivados in vitro para determinar la expresion de las moléculas H-

2DYY H-2KP. *p<0.0001, ***p<0.05, expresan diferencias significativas entre los tratamientos.
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6.3 La co-inoculacion de las MSC’s-CaCu con las células tumorales TC-1

incrementa los niveles de la IL-10 en plasmas de ratones C57BL/6

En trabajos anteriores realizados por nuestro grupo de trabajo se ha determinado
la produccién de perfil de citocinas en este modelo tumoral encontrando un
aumento en el perfil de citocinas Th2 (Don, 2012), de igual manera se ha
reportado que las MSC'’s en cultivo pueden generar cantidades considerables de
la IL-10 (Montesinos et al 2013) y junto con esto se ha reportado que en cultivos
de tumores de ratones tratados con las MSC’s-CaCu se encuentra en una alta
concentracion esta citocina (Montoro, 2014). Para determinar si en ratones
C57BL/6 tratados con las MSC’s y las células TC-1 se inducia la produccion de la
IL-10, se procedié a analizar la presencia y concentracion de esta citocina en el

sueros de los ratones con los distintos tratamientos mediante un ELISA.

En los ratones que contaron con la protecciéon inmunolégica y solamente se les
administraron las células tumorales TC-1 y a los que se les administraron las TC-1
y el APCP, se pudo observar que a los 20 y 30 dias de tratamiento la
concentracion de la IL-10 fue de 210 y 312.5 pg/ml respectivamente (Fig.14). En el
caso de los ratones a los cuales se les co-inocularon las MSC’s-CaCu a los 10, 20
y 30 dias se encontro6 muy elevada dando valores de 1142, 656, 345.70 pg/mi
respectivamente (Fig.14A). En contraste, los ratones tratados con las MSC'’s-
CaCu+APCP mostraron concentraciones de 435.47, 198 pg/ml a los 20 y 30 dias

respectivamente (Fig.14A).

En lo que respecta a los grupos de ratones inmunes tratados con las MSC’s-CN,
se encontraron concentraciones de 456 y 247.56 pg/ml de la IL-10 a los 20 y 30
dias de tratamiento; mientras que la aplicacion de APCP a estos ratones indujo un
ligero incremento de la IL-10 a los 30 dias de tratamiento, siendo este de 440
(Fig.14A).

Para el caso de ratones tratados con las MSC’s-CaCu CD73 Des y las MSC’s-
CaCu CD73 Des+APCP, se encontraron niveles bajos de esta citocina siendo

estos de 210y 132 pg/ml respectivamente (Fig.14A).
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En ratones que no recibieron proteccién inmunologica previa a los tratamientos, la
aplicacion de las MSC’s-CaCu en ausencia del APCP indujo una produccion de
826 y 637 pg/ml de la IL-10 a los 20 y 30 dias; mientras que en aquellos ratones a
los cuales se les administré el APCP, los niveles de la IL-10 se redujeron a 283 y
168 pg/ml a los 20 o 30 dias (Fig. 14B). Por otra parte, los grupos de ratones
tratados con las MSC’s-CN a los 20 y 30 dias mostraron concentraciones de 270
y 273 pg/ml; mientras que en los ratones tratados con las MSC’s-CN+APCP los
niveles de la IL-10 se incrementaron a 451 y 212 pg/ml respectivamente
(Fig.14B). Por su parte, los ratones tratados con las MSC’s-CaCu CD73 Des
mostraron los valores més bajos de la IL-10 en suero, siendo de 224 y 184 pg/mi
a los 20 y 30 dias. Los niveles de la IL-10 no cambiaron significativamente en los
ratones que recibieron las MSC’s-CaCu CD73 Des+APCP, en los cuales se

detectaron 287 y 145 pg/ml respectivamente (Fig.14B).

Todos estos resultados nos confirman que las MSC’s-CaCu elevan los niveles de
la IL-10 en el modelo tumoral de los ratones C57BL/6 en condiciones de
proteccion inmune o0 no. Sin embargo, la disminucién de la actividad de CD73 o
su inhibicion en la expresion, reduce significativamente la produccion de IL-10 en
estos animales. Sugiriendo que la expresion de la CD73 en las MSC's, favorece la
disminucién en la expresiéon de moléculas de las moléculas H-2DP y H-2KP a

través de la produccion de la IL-10.
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Figura. 14 La co-inoculacidon . Dias de tratamiento as TC-1 incrementa los niveles de
la IL-10 en plasmas de ratones C57BL/6.

Grupos de ratones (n=5) inmunizados previamente con el péptidlo RAHYNIVTF (A), o no
mmunizados (B), fueron noculados con las MSC’s-CaCu, MSC’s-CN o MSC’s-CaCU CD73 Des y
la células tumorales TC-1, y algunos tratados simultineamente con el APCP, posteriormente fueron
sangrados en los dias 20 y 30 para evaluar los niveles de la IL-10 mediante un ELISA. *p<0.001,
***p<(0.05 expresa diferencia significativa entre los diferentes tratamientos.
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6.4 La inoculacion de las MSC’s-CaCu en ratones C57BL/6 favorece la

evasion del reconocimiento inmune de las células tumorales TC-1

En este estudio encontramos que la co-inoculacién de las MSC’s y las células
tumorales TC-1 en el modelo de ratdén C57BL/6, influye de manera importante en
la reduccién en la expresion de las moléculas H-2DPy H-2KP, lo cual nos permite
sugerir que este mecanismo favorece la evasion del reconocimiento inmune
antitumoral. Para corroborar esta hipotesis, nosotros analizamos in vitro si células
tumorales obtenidas de tumores provenientes de ratones tratados con las MSC’s
y las TC-1 evaden el reconocimiento de los linfocitos T citotoxicos CD8+. Con
base en lo reportado en estudios previos (Monroy et al, 2014), se obtuvieron los
linfocitos T CD8+ citotoxicos especificos capaces de lisar a las células tumorales
TC-1, y se procedié a retarlos contra las células TC-1 obtenidas de los tumores

de los ratones tratados con las MSC’s y las células tumorales TC-1.

En el ensayo de citotoxicidad encontramos que las células TC-1 provenientes de
tumores de ratones inmunizados con el péptido RAHYNIVTF y posteriormente
tratados con las TC-1+APCP mostraron un porcentaje de lisis (células doble
positiva a la doble tinsion sefialada en la metodologia) del 68%; mientras que las
células TC-1 derivadas de ratones tratados con las MSC’s-CaCu la lisis disminuy6
notablemente hasta un 12%, no obstante las células obtenidas de ratones tratados
con las MSC’s-CaCuy el APCP fueron lisadas en un 36% (Fig. 15A). Resultados
similares se observaron en células tumorales obtenidas de ratones tratados con
las MSC’s-CN o MSC’s-CN+APCP (Fig. 15A). De manera interesante, las células
tumorales TC-1 derivadas de ratones tratados con las MSC’s-CaCu CD73 Des
solas o con aplicacion del APCP, mostraron los porcentajes de lisis cercanos al
70% (Fig. 15A).

Al analizar la actividad citotoxica de los LT CD8+ sobre las células TC-1
provenientes de los ratones que no recibieron inmunizacibn previa mostraron

resultados similares al grupo anterior. Las células tumorales derivadas de los
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ratones tratados con las células TC-1 y las TC-1+APCP mostraron una lisis del
73% y 84% respectivamente (Fig.15B); mientras que la lisis de las células
obtenidas de los tumores de ratones tratados con las MSC’s-CaCu fue de 16% y
de 44% en las que ademas se aplicé el APCP. Por su parte, las células TC-1
obtenidas de los ratones tratados con las MSC’s-CN y las MSC-CN’s+APCP la
lisis fue del 41% en ambos casos. De manera interesante en las células TC-1
derivadas de los tumores de los ratones tratados con las MSC’s-CaCu CD73 Des
y las MSC’s-CaCu CD73 Des+APCP, la lisis observada fue del 79% y 59%,
respectivamente (Fig. 15B).
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Figura. 15 Lainoculacion delas MSC’s-CaCu en los ratones C57BL/6 favorece la
evasion del reconocimiento inmune de las células tumorales TC-1.

Grupos de ratones (n=5) inmunizados previamente con el péptido RAHYNIVTF (A), o no
mmunizados (B), fueron noculados con las MSC’s-CaCu, MSC’s-CN o MSC’s-CaCU CD73 Des y
las células tumorales TC-1, y algunos tratados simultaneamente con APCP, posteriormente los
tumores fueron obtenidos y cultivados in vitro. Las células tumorales fueron retadas en ensayos de
citotoxicidad contra los linfocitos T CD8+ obtenidos de los ratones inmunizados con el péptido

RAHYNIVTE. Este es un ensayo representativo.
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6.5 Las células tumorales TC-1 derivadas de los ratones tratados con las
MSC’s mostraron niveles incrementados del mRNA de IL-10 y CD73

pero reducidos de la molécula H-2D®

Con la finalidad de confirmar la expresion de la IL-10, la molécula H-2DP y la CD73
en las células tumorales TC-1 obtenidas de tumores de los ratones tratados con

las MSC’sy las TC-1, se procedio a realizar ensayos de la RT-PCR.

Tomando como base la expresion basal (1.00) de la molécula H-2DP en las
células TC-1 obtenidas de los tumores de los ratones sin tratamiento adicional
alguno, se encontr6 que en los ratones inmunizados las células tumorales de
ratones tratados con las TC-1+APCP expresaron 0.44; de los que recibieron
tratamiento con las MSC’s-CaCu fue del 0.36, y del 0.18 de los que fueron
tratados con las MSC’s-CaCu+APCP. La expresion del mRNA en las células
tumorales de los ratones tratados con las MSC’s-CN y las MSC’s-CN+APCP fue
del 0.80 y 0.52 respectivamente; y del 0.36 y 0.48 para los que recibieron
tratamiento con las MSC’s-CaCu CD73 Desy las MSC’s-CaCu CD73 Des +APCP
(Fig. 16A).

En los ratones no inmunizados, la expresion del mRNA de la molécula H-2DPen
las células tumorales de los ratones tratados con las TC-1+APCP fue del 0.73; los
gue recibieron las MSC’s-CaCu fue del 0.36, y de 0.47 para los que recibieron las
MSC’s-CaCu+APCP. En las células TC-1 derivadas de ratones tratados con las
MSC’s-CN y las MSC’s-CN+APCP la expresion relativa del mMRNA de la molécula
H-2DP fue del 0.51 y 0.49 respectivamente; y para el caso de los grupos tratados
con las MSC’s-CaCu CD73 Des y las MSC’'s-CaCu CD73 Des+APCP se
encontraron expresiones de 0.33 y 0.53 respectivamente (Fig. 16B).

En relacion a la expresion del mRNA para la CD73, enratones inmunizados y que
recibieron tratamiento con las TC-1+APCP la expresion fue del 3.53, mientras que
los que recibieron las MSC’s-CaCu se encontré una alta expresion de este mRNA
en comparacion con el control, siendo ésta del 7.08 y para el caso del grupo con

las MSC’s-CaCu+APCP este mRNA fue mucho menor muy similar al grupo con las
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TC-1+APCP, siendo este del 3.31. En el caso de los subgrupos de ratones
tratados con las MSC’s-CN y las MSC’s-CN+APCP la expresion relativa del
MRNA de la CD73 fue del 5.69 y 3 respectivamente; mientras que en los
subgrupos de ratones tratados con la MSC’s-CaCu CD73 Des y la MSC’s-CaCu
CD73 Des +APCP la expresion de CD73 fue de 2.86 y 2.64 (Fig. 17A).

En los grupos de ratones que no fueron inmunizados, la expresion del mRNA de la
CD73 para los ratones tratados con las TC-1+APCP fue de 1.52; para los tratados
con las MSC’s-CaCu fue del 3.55; mientras que para los tratados con las MSC’s-
CaCu+APCP la expresién fue del 1.89. En los subgrupos de ratones tratados con
MSC’s-CN y MSC’s-CN+APCP la expresion de CD73 fue de 3.04 y 0.65
respectivamente; mientras que en los ratones tratados con MSC’s-CaCu CD73
Des y MSC’s-CaCu CD73 Des +APCP se encontraron expresiones de 0.75 y 1.19,

respectivamente (Fig. 17B).

Por otro lado al analizar la expresion del mMRNA de la IL-10 en las células
tumorales provenientes de los tumores de los ratones inmunizados y tratados con
las TC-1+APCP la expresion fue del 6.17; en los que recibieron las MSC’s-CaCu
fue del 7.82, y en los tratados con las MSC’s-CaCu+APCP se encontrd6 una
expresion del 3.06. Para el caso de los subgrupos de ratones tratados con las
MSC’s-CN y las MSC’s-CN+APCP se encontraron expresiones del 5.19 y 4.76,
respectivamente; mientras que en los subgrupos tratados con las MSC’s-CaCu
CD73 Des y las MSC’s-CaCu CD73 Des+APCP se encontraron expresiones de
2.52 y 2.49, respectivamente (Fig. 18A).

Finalmente en el grupo de ratones no inmunizados y tratados con las TC-1+APCP
la expresion de la IL-10 fue del 2.42; para el caso del grupo que se le
administraron las MSC’s-CaCu se encontré una expresion del 6.96 y para el caso
del subgrupo tratado con las MSC’s-CaCu+APCP la expresion fue del 3.26. En los
ratones tratados con las MSC’s-CN y las MSC’s-CN+APCP, la expresion de la IL-
10 fue del 3.01 y 2.18; mientras que en los ratones tratados con las MSC-CaCu
CD73 Des y las MSC’s-CaCu CD73 Des+APCP la expresion fue del 1.55 y 2.04,

respectivamente (Fig. 18B).
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Figura. 16 Las células tumorales TC-1 derivadas de los ratones tratados con las MSC’s
mostraron niveles reducidos de la molécula H-2D".

Grupos de ratones (n=5) inmunizados previamente con el péptido RAHYNIVTF (A), o no
mmunizados (B), fueron inoculados con las MSC’s-CaCu, MSC’s-CN o las MSC’s-CaCU CD73
Des y las células tumorales TC-1, y algunos tratados simultaneamente con el APCP, posteriormente
los tumores fueron obtenidos y cultivados in vitro. ElmRNA fue extraido de las células tumorales y
retotranscrito a cDNA para determinar mediante PCR la expresion de la molécula H-2D® *p<0.05%
expresa diferencia significativa entre los diferentes tratamientos.
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Figura. 17 Las células tumorales TC-1 derivadas de los ratones tratados con las MSC’s
mostraron niveles elevados de la CD73.

Grupos de ratones (n=5) inmunizados previamente con el péptido RAHYNIVTF (A), o no
mmunizados (B), fueron noculados con las MSC’s-CaCu, MSC’s-CN o MSC’s-CaCU CD73 Des y
las células tumorales TC-1, y algunos tratados simultdneamente con el APCP, posteriormente los
tumores fueron obtenidos y cultivados in vitro. El mRNA fue extraido de las células tumorales y
retotranscrito a cDNA para determinar mediante PCR la expresion de la CD73. *p<0.05% expresa
diferencia significativa entre los diferentes tratamientos.
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Figura. 18 Las células tumorales TC-1 derivadas de los ratones tratados con las
MSC’s mostraron niveles elevados de la IL-10.

Grupos de ratones (n=5) inmunizados previamente con el péptidlo RAHYNIVTF (A), o no
mmunizados (B), fueron inoculados con las MSC’s-CaCu, MSC’s-CN o MSC’s-CaCu CD73 Des y
las células tumorales TC-1, y algunos tratados simultineamente con el APCP, posteriormente los
tumores fueron obtenidos y cultivados in vitro. El mRNA fue extraido de las células tumorales y
retotranscrito a cDNA para determinar mediante una PCR la expresion de la IL-10. *p<0.05%
expresa diferencia significativa entre los diferentes tratamientos.
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7. Discusion

En los dltimos afios, las MSC’s han sido objeto de diversos estudios para dilucidar
su participacion en el microambiente tumoral. En ensayos experimentales
realizados en modelos in vivo, empleando las MSC’s derivadas de médula 6sea se
ha demostrado que las MSC aumentan la metastasis de las células tumorales de
cancer de mama o de carcinoma de colon, cuando son inoculadas de manera
conjunta en ratones (Karnoub et al, 2007; Zhu et al, 2006). Por otro lado, también
se ha demostrado que las MSC al ser inyectadas promueven la produccién de
citocinas que inducen el crecimiento tumoral y la neovascularizacion en modelos
de ratén singénicos (Roorda et al, 2009; Atsuta et al, 2013; Gomez, 2013;
Keramidas et al, 2013). Asimismo, las MSC ejercen un efecto inmunosupresivo
como resultado de la interaccién con las células del sistema inmune innato y
sistema inmune adaptativo (Apparailly et al, 2008; Stagg, 2008); sin embargo, los
mecanismos mediante los cuales ejercen dichos efectos no han sido

completamente esclarecidos.

En el presente estudio, se analizd la capacidad inmunosupresora de las MSC’s-
CaCu y las MSC’s-CN a través de la via CD73-adenosina. Para ello se utilizd un
modelo de tumor inducido con las células TC-1 (E6/E7 VPH-16+) en ratones de la
cepa C57BL/6, tanto en condiciones normales como con previa proteccion
inmunologica mediante la inmunizacion con el péptido antigénico RAHYNIVTF
derivado de la proteina E7 del VPH-16.

Este estudio nos revel6 lo siguiente:
1) La inoculacion simultanea de las diferentes las MSC’s indujo un mayor
crecimiento tumoral en los ratones C57BL/6 en condiciones normales, y de

manera interesante, suprimieron la proteccion inmunolégica en los ratones

inmunizados con el péptido antigénico
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2) El tratamiento de los ratones con el APCP, asi como la administracion de las
MSC’s desreguladas en la expresion de CD73 con siRNA, redujeron de manera
significativa el crecimiento tumoral en los ratones C57BL/6 en ambas condiciones
de tratamiento

3) Las ceélulas tumorales obtenidas del cultivo de los tumores de ratones
inmunizados o no inmunizados, tratados con las MSC’s, mostraron una
disminucién importante en la expresion de las moléculas H-2DP/KP con respecto a
la expresada de manera basal por la linea celular TC-1. En contraste, las células
de los tumores de los ratones tratados con el APCP o con las MSC’s-CaCu
desreguladas en CD73, no mostraron fuerte reduccion en la expresion de
moléculas H-2DP/KP

4) El suero de ratones inmunizados o no inmunizados, tratados con las MSC'’s,
mostré un incremento importante en la concentracion de la IL-10 respecto a
ratones sin tratamiento alguno, mientras que en los sueros de ratones tratados
con el APCP o con las MSC’s-CaCu desreguladas de la CD73, el nivel de la IL-10
fue reducido

5) Las células tumorales derivadas de tumores de ratones tratados con las MSC’s-
CaCu fueron protegidas ante la actividad citotbxica de los linfocitos T CD8+
especificos al péptido RAHYNIVTF; no obstante, las células tumorales derivadas
de los ratones tratados con el APCP o con las MSC’s-CaCu desreguladas de la
CD73 mostraron una mayor lisis

6) La expresion de mRNA de la CD73 fue mayor en las células tumorales
provenientes de los tumores de los ratones tratados con las MSC’s-CaCu respecto
a las derivadas de tumores de ratones tratados con el APCP o con las MSC'’s-

CaCudesreguladas en CD73.

En el modelo experimental de ratdon de la cepa C57BL/6 que fue utilizado en el
presente estudio, se encontré que la co-inoculacion de la MSC’s con las células
tumorales TC-1, en efecto produjo un mayor crecimiento tumoral respecto a los
ratones que solamente recibieron las células tumorales TC-1; y por otro lado, en

los ratones que fueron previamente inmunizados con el péptido RAHYNIVTF, la
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presencia de las MSC’s fue capaz de inhibir la protecciébn inmunoldgica
antitumoral, sugiriendo entonces un efecto pro-tumoral ejercido por las MSC'’s.

Dicho efecto, como era de esperarse, esta asociado principalmente con las
propiedades inmunoreguladoras de las MSC’s, la cual puede ocurrir a traves del
contacto celular con células de la respuesta inmune innata o adaptativa, o por la
secrecion de diversos factores solubles como son: TGF-, PGE2, IDO, HGF, IL-10

y HLA-G5, que inhiben su funcion efectora (Castro, et al, 2015).

Por otro lado, algunos autores han considerado que los factores proinflamatorios
presentes en el microambiente donde se desarrolla el tumor pueden activar a las
MSC’s e inducirlas a generar las condiciones propicias para el crecimiento
tumoral, por ejemplo, se ha demostrado que las MSC’s derivadas de la médula
Osea tienen la capacidad de iniciar un cancer gastrico, al ser reclutadas en el sitio
de inflamacién crénica inducido por la infeccion de la Helicobacter pilori en el
estdmago (Houghton et al, 2004; Kidd et al, 2008).

En el caso particular de nuestro estudio, pensamos que la produccién de los
factores proinflamatorios inducida a través de la inmunizacion en los ratones
tratados de manera simultdnea con las MSC'’s (particularmente las MSC’s-CaCU)
y las TC-1, pudo favorecer el crecimiento tumoral. Esta aseveracion también se
basa en el hecho de un estudio previo (Don, 2011), en donde se detect6 que el
patron de citocinas proinflamatorias Thl (IL-2, IFN-y y TNF-a) incremento en los
sueros de ratones que fueroninmunizados con el péptido RAHYNIVTF en relacion
con aguellos que no recibieron inmunizacion. Asimismo, en los ratones
previamente inmunizados que recibieron las MSC’s-CaCu y las células TC-1, el
patron de citocinas de tipo Th2 (IL-4, IL-5) y TGF-B se incrementd respecto al
encontrado en ratones que no fueron inmunizados y que recibieron el mismo
tratamiento, sugiriendo entonces que el patron de citocinas proinflamatorias
producidas por el huésped pudo haber participado en la activacién de las MSC'’s-

CaCu para ejercer sus funciones inmunosupresoras, Yy revertir en consecuencia la
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proteccion inmune dada por la inmunizacion con el péptido antigénico
RAHYNIVTF.

Por otro lado, en los ultimos afios se ha documentado ampliamente que la via
adenosinérgica tiene un papel importante en el desarrollo del tumor, en donde la
producciéon de adenosina extracelular mediante la fosfohidrolisis del ATP ejercido
por las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en el microambiente tumoral hipoxico, da
por resultado la supresion de la respuesta inmune antitumoral, lo que contribuye a
la evasion inmune de las células tumorales (Stagg et al, 2010; Antonioli et al,
2013). En consecuencia, tomando en consideracién que las MSC’s se caracterizan
por presentar altos niveles de expresion de la CD73 en la membrana celular, se
procedid a analizar si la participacion de la via CD73 era importante en el
desarrollo tumoral de nuestro modelo de estudio. Para ello, se tom6 en cuenta que
en estudios previos en tumores de raton inducidos con las células tumorales
provenientes de cancer de ovario, colon, linfoma, mama y melanoma, el
tratamiento con el APCP produce una reduccién importante en el crecimiento
tumoral, similar al inducido mediante el uso de anti-CD73 (Zhang, 2012, Stagg et
al, 2011).

En efecto, en nuestro estudio observamos que la inoculacién de 5 dosis del APCP
en los grupos de ratones a los cuales se les administraron las MSC’s-CaCu, el
crecimiento tumoral fue significativamente menor que en los grupos de ratones
donde no se administré el APCP, sugiriendo que la via CD73-adenosina pudiera
tener un papel importante en favorecer el crecimiento tumoral. No obstante, para
confirmar el efecto de la CD73 en nuestro modelo de estudio, algunos grupos de
ratones fueron tratados con las MSC’s-CaCu desregulados en la expresion de la
CD73 a través de la transfeccion con siRNA para esta molécula, y pudimos
observar que los ratones a los cuales se les administraron las MSC’s tuvieron un
crecimiento tumoral significativamente menor que el de los ratones inoculados
anicamente con las células tumorales TC-1. Estos resultados fueron comparables

con los publicados por Zhang et al, 2012 y Stagg et al, 2011 donde
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administraron células tumorales desreguladas en la expresion de CD73.

Por otro lado, es importante mencionar que cuando se administrd6 el APCP al
grupo de ratones tratados con las MSC’s-CN, se encontré un mayor crecimiento
tumoral respecto al grupo de ratones que solo recibieron las MSC’s-CN. Dicho
comportamiento puede estar asociado con el patron de citocinas producido por
cada tipo de las MSC’s acorde con el tipo histolégico del cual derivan y como
éstas pueden ser activadas ante la respuesta inmune a patdégenos, inflamacion e
inmunosupresion (Castro, et al. 2015). Con base en estos parametros, se han
distinguido 2 tipos de las MSC’s: 1) MSC’s de fenotipo pro-inflamatorio, las cuales
producen factores proinflamatorios tales como TNF-a e IFN-y y puede mejorar la
respuesta de células T mediante la secrecion de quimiocinas; 2) Las MSC’s de
fenotipo anti-inflamatorio e inmunosupresor, las cuales producen citocinas tipo Th2
(IL-4, IL-5, IL-10) y Th3 (TGF-B), asi como factores supresores como IDO y su
activacion depende mas bien de la estimulacion a través de los receptores tipo toll
expresados en la superficie (Gazdic et al, 2015). Por lo que la administracién del
APCP en ratones tratados con las MSC’s-CN, pudo probablemente activar a estas
MSC’s hacia un fenotipo mas inmunosupresor, resultando en un mayor

crecimiento tumoral.

Las MSC'’s se caracterizan por presentar tropismo hacia los tumores, debido a la
presencia de una gran cantidad de receptores para quimiocinas en su superficie
celular (Zhang et al, 2015). Dentro del microambiente tumoral, las MSC’s
producen la IL-10 y otros factores inmunosupresores como la PGE2 o el TGF-p1
que inducen un ambiente tolerogénico en el sitio del tumor (Gazdic et al, 2015).
También se ha reportado que en las MSC’s humanas y murinas la activaciéon del
TLR3 aumenta la secrecién de la IL-10 y regula a la baja de la expresion de las
citocinas tipo Thl, ademas de estimular la expresion y secrecion del HLA-G5
(Castro et al, 2015). Por tanto, conociendo el papel inmunosupresor y pro-
tumoral de la IL-10 en el cancer (Yue et al, 1997; Song et al, 2012; Nuta & Fibbe,



2007) en este estudio se procedid a analizar si el crecimiento tumoral promovido

por las MSC’s estaba asociado a una mayor produccion de la IL-10.

De acuerdo con nuestros resultados, las mayores concentraciones de la IL-10
murina detectada en los sueros de ratones se encontraron en aquellos que
recibieron las MSC’s-CaCu y desarrollaron tumores de mayor tamafo
independientemente de haber recibido o no proteccion inmune previamente.
Ademas la disminucién de la actividad de la CD73 mediante la aplicacion del
inhibidor APCP, o la aplicacion de las MSC’s-CaCu desreguladas de la CD73, se
asocio con una menor cantidad de la IL-10 detectada en los sueros de los ratones,
lo cual sugiere que la expresion de la CD73 en las MSC’s-CaCu puede tener un

papel importante para inducir la produccion de la IL-10 por las células tumorales.

Esta hipotesis fue confirmada al analizar la expresion del mMRNA para la IL-10 en
las células derivadas de los tumores de los ratones que recibieron dichos
tratamientos. En efecto, se encontré que las células derivadas de los tumores de
ratones tratados con MSC’s-CaCu presentaron los niveles mas altos del mRNA
para la IL-10. En contraste, se encontré que las células tumorales derivadas de los
ratones tratados con las MSC’s-CN y las MSC’s-CN+APCP mostraron niveles

bajos del mRNA de esta citocinas.

En este contexto, es factible que el acondicionamiento de las MSC’s-CaCu en el
microambiente tumoral del cual derivaron, modificaron su capacidad para liberar
factores inmunosupresores tales como la IDO, que actla acumulando metabélicos
toxicos del triptofano (Ghannam et al, 2010; Meisel et al, 2004; Maby-El et al,
2009; Ryan et al, 2007); la 6xido-nitrico sintasa inducible (iINOS), que tiene un
papel importante en la inhibicion de los linfocitos T (Sato et al, 2007); la PGE», que
actla inhibiendo la mitogenesis y la produccion de la IL-2 (Aggarwal y Pittenger,
2005), ademas de estimular la produccion de la IL-10 de manera indirecta por las

mismas células tumorales, tal como lo reportaron Bernardo y Fibbe, 2013, al co-

cultivar las MSC’s provenientes de la médula 6sea normal con las células
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cancerigenas, encontraron un incremento en la concentracién de la IL-10 en los
sobrenadantes, respecto al cultivo individual de cada tipo celular.

Por otra parte, las MSC’s pueden inducir cambios en la maduracién y la funcién de
las células presentadoras de antigenos (CPA) a través de la reduccion de la
expresion de moléculas del MHC 1y Il, asi como en la expresiéon de moléculas
coestimuladoras, para dar lugar a CPA gque no pueden apoyar la respuesta inmune
especifica mediada por linfocitos T auxiliares y citotéxicos (Apparailly et al, 2008).
La regulacién a la baja de las moléculas del MHC | es un evento muy
frecuentemente encontrado en las células tumorales, lo cual les permite escapar

del reconocimiento inmune (Romero et al, 2005).

Los defectos en la expresion de las moléculas del MHC | pueden ser ocasionados
por multiples mecanismos, que pueden ser intrinsecos, tales como aquellos que
incluyen la deficiente expresiéon y/o funcién de los componentes de la maquinaria
del procesamiento de antigenos (Koopman et al, 1999; Brady et al, 2000); o
aguellos extrinsecos, en los cuales las condiciones del microambiente tumoral
pueden influenciar para su desregulacion, tal como la presencia de citocinas
inmunoreguladoras como la IL-10 y el TGF-B, que tienen efectos sobre la
disminucion de la expresion de las moléculas del MHC | (Matsuda et al, 1994; Ma
& Niederkorn, 1995).

En nuestro estudio encontramos que las células tumorales obtenidas de los
cultivos de los tumores presentaron una disminucién importante en la expresion de
las moléculas H-2DP en relacion a la expresién basal de la linea celular TC-1,
independientemente de la inoculacion conjunta conlas MSC'’s, o de la proteccién
inmune dada por la inoculacion con el péptido inmunogénico RAHYNIVTF; sin
embargo, es importante destacar que la mayor disminucién de la expresion de las
moléculas H-2D" fue encontrada en las células derivadas de tumores de los
ratones que recibieron las MSC’s-CaCu, y ésta se vio recuperada en el grupo de
ratones tratados con el APCP y en el grupo de los ratones tratados con las MSC'’s-

CaCudesregulados de la molécula CD73.
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Cabe mencionar que la disminucidon en la expresion de las moléculas H-2DP en
las células tumorales se asocié de manera importante con el mayor concentracion
de la IL-10 en los ratones tratados con las MSC’s-CaCu. Es bien conocido que
esta citocina tiene la capacidad de inhibir las funciones efectoras de las células
Thl y que tiene efecto inhibidor sobre la expresion de las moléculas que participan
en la via del procesamiento y presentacion de antigenos en las células
presentadoras de antigeno (Moore et al., 2001; Dennis et al 2013; Liu et al, 2013;
Urosevic et al, 2001; Matsuda et al. 1994; Lui et al, 2012). Ademas, altas
concentraciones de la IL-10 se correlacionan con disminucion de la expresion de
las moléculas del MHC | y Il en distintos tipos celulares (Breitbart et al, 2014;
Luheshi et al, 2014; Liu et al, 2013), y en las células tumorales de melanoma

favorece la evasion del reconocimiento inmune (Yue et al, 1997; Xue et al, 2013).

Tomando en consideracion que los LT CD8+ reconocen péptidos antigénicos
presentados por moléculas del MHC |y por lo tanto dicha expresion antigénica es
esencial para la destruccion de las células infectadas por virus y células tumorales
(Duffy et al, 2011; Kim et al, 2011; Liu et al, 2013), en el presente estudio
obtuvimos los LT CD8+ de ratones inmunizados con el péptido RAHYNIVTF vy los
retamos contra células tumorales de los ratones tratados con las MSC’s-CaCu con
la finalidad de indagar si la disminucion en la expresién de las moléculas H-2DP
en estas células tumorales afectaba el reconocimiento inmune mediado por estas

células efectoras.

De manera interesante se encontrd6 que las células obtenidas de los tumores
provenientes de ratones tratados con las MSC’s-CaCu presentaron menor
porcentaje de células muertas respecto a las células tumorales derivadas de
ratones tratados con las MSC’s-CN o de aquellos ratones tratados con el APCP o
con las MSC’s-CaCu desreguladas en la expresiéon de la CD73, sugiriendo
entonces que la aplicacion de la MSC’s-CaCu en el modelo tumoral estudiado
provee una funcién protumoral, y que la mayor expresion y actividad funcional de
la CD73 enlas MSC’s-CaCu respecto a la MSC’s-CN, puede constituir una ventaja

importante para favorecer el crecimiento del tumor, ayudando por un lado a la

75



evasion de la respuesta inmune antitumoral a través de la disminucion en la
expresion de moléculas de MHC-I; y por otro, a crear un microambiente de
tolerancia e inmunosupresion a través de la produccion de citocinas

inmunosupresoras tales como la IL-10.

Si bien, la CD73 es una molécula importante en modular procesos inflamatorios y
su ausencia en ratones deficientes de la CD73 produce enfermedades
inflamatorias severas (Zhang, 2012), la sobre-expresion de la CD73 en las células
tumorales o células supresoras asociadas a los tumores, tales como las MSC’s y
las Tregs, puede ser importante para soportar el crecimiento tumoral. En
consecuencia, resulta importante considerar a la CD73 como blanco terapéutico
en tumores donde su expresion es predominante respecto a la expresada en los

tejidos normales.
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8. Conclusiones.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que:

» Las MSC’s-CaCu y las MSC’s-CN promovieron un mayor crecimiento tumoral
en los ratones C57BL/6 inoculados con las células tumorales TC-1 y su
actividad biolégica fue capaz de revertir la proteccion inmune antitumoral en

animales que fueron inmunizados con el péptido RAHYNIVTF.

> El tratamiento de los ratones con el APCP, asi como la administracion de las
MSC’s desreguladas en la expresion de CD73 con siRNA, redujeron de

manera significativa el crecimiento tumoral en los ratones C57BL/6.

» La administracion de las MSC’s-CaCu en el modelo tumoral estudiado se
asocio con un aumento en la concentracion de la IL-10 en suero y la
disminucion en la expresion de las moléculas H-2DP, a nivel del mRNA vy la

proteina, en las células tumorales.

> Ladisminuciénen la expresion de moléculas H-2DP en las células tumorales de
ratones tratados con MSC’s-CaCu, se asocié con una mayor proteccion ante el

reconocimiento y lisis mediada por linfocitos T citotéxicos.

Los resultados en el presente trabajo permiten sugerir que la actividad promotora
del crecimiento tumoral e inmunosupresora ejercida por las MSC’s-CaCu en el
modelo tumoral estudiado, depende en gran medida de la expresion de la CD73

en estas MSC'’s.
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9.

Perspectivas.

De acuerdo a los resultados obtenidos en nuestro trabajo, serd de gran

importancia realizar lo siguiente:

v

Determinar las concentraciones del TGF-3 en los sueros de los distintos
tratamientos.

Realizar la qRT-PCR para medir las cantidades de mRNA del TGF-f.
Analizar el efecto de la desregulacién de la molécula CD73 en las MSC
derivadas de tejidos normales de cérvix en el crecimiento tumoral,
expresion de las moléculas pertenecientes al MHC-l y las
concentraciones de la IL-10 en suero de ratones.

Realizar un perfil de citocinas para las MSC’s-CaCu y las MSC’s-CN.
Determinar la concentracion de adenosina en los distintos tratamientos

de este trabajo.
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