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3. RESUMEN  

 
Las células estromales mesenquimales (CEMs) presentes en el microambiente 

tumoral (TME) participan junto con las células tumorales para suprimir la 

respuesta inmune antitumoral mediante la producción de factores 

inmunosupresores tales como TGF-β1 e IL-10. Además, se sabe que estas 

citocinas pueden inducir la expresión de la enzima  5'-nucleotidasa (CD73) en 

diversos tipos de células, cuya actividad funcional está relacionada con la 

producción de adenosina (Ado), un nucleósido conocido por su actividad anti-

inflamatoria e inmunosupresora. 

En este estudio, proporcionamos evidencias de que el cocultivo de CEMs 

derivadas de tumores de cáncer cérvico-uterino (CEMs-CaCu) con células 

tumorales de CaCu, incrementó la expresión de CD73 en las células tumorales 

y su capacidad para generar Ado de una manera dependiente de la proporción 

de CEMs incorporadas en los cocultivos. El incremento en la expresión de 

CD73 en las células tumorales correspondió con el aumento en los  niveles  de 

TGF-β1 e IL-10 en los sobrenadantes de los cocultivos. De manera interesante, 

la adición de anticuerpos neutralizantes anti-hTGF-β y anti-hIL-10 revirtió 

fuertemente la expresión de CD73 en las células tumorales. Este fenómeno no 

fue exclusivo de CEMs-CaCu ya que el cocultivo de CEMs derivadas de cérvix 

normal (CEMs-CN) o de una línea de fibroblastos humanos (H5-S) con células 

de CaCu, produjo resultados similares. Finalmente, las células tumorales de 

CaCu cocultivadas con las CEMs presentaron mayor capacidad 

inmunosupresora sobre células T, la cual fue asociada de manera importante 

con la mayor generación de Ado en relación a las células tumorales que no 

fueron cocultivadas con las CEMs.    

Estos resultados sugieren que la interacción de las CEMs con las células 

tumorales de    CaCu en el TME puede condicionar a una mayor producción de 

TGF-β1 e IL-10 para mantener un estado inmunosupresor no solo a través de 

la actividad per se de estas citocinas, sino también por su capacidad para 

inducir la expresión de CD73 en células tumorales y generar un microambiente 

inmunosupresor rico en Ado. 
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4. ABSTRACT 

Mesenchymal stromal cells (CEMs) present in the tumor microenvironment 

(TME) participate together with the tumor cells to suppress the antitumor 

immune response by producing immunosuppressive factors such as TGF-β1 

and IL-10. Furthermore, it is known that these cytokines can induce the 

expression of the enzyme 5'-nucleotidase (CD73) in various cell types, whose 

functional activity is related to the production of adenosine (Ado), a nucleoside 

known for its anti-inflammatory and immunosuppressive activity. 

In this study, we provide evidence that CEMs derived from cervical cancer 

tumors (CEMs-CaCu), increased the expression of CD73 and the ability to 

generate Ado on cervical cancer cells, which was associated with the amount of 

CEMs added in the cocultures with the tumor cells. The increase in the 

expression of CD73 on the tumor cells corresponded with the increase in the 

levels of TGF-β1 and IL-10 in the supernatants of the cocultures. Interestingly, 

the addition of the anti-hTGF-β and anti-hIL-10 neutralizing antibodies strongly 

reversed the expression of CD73 in the tumor cells. This phenomenon was not 

exclusive of CEMs-CaCu since the coculture of CEMs derived from normal 

cervix (CEMs-CN) or from a line of human fibroblasts (H5-S) with CaCu cells, 

produced similar results. Finally, tumor cells previously cocultured with the 

CEMs presented greater immunosuppressive capacity on T cells, than those 

cultured in the absence of CEMs, due mainly to the greater Ado generation. 

These results suggest that the presence of CEMs in the TME may condition to a 

greater production of TGF-β1 and IL-10 to maintain an immunosuppressive 

state not only through the activity per se of these cytokines, but also by  its 

ability to induce the expression of CD73 on tumor cells to generate, in 

consequence, an immunosuppressive microenvironment rich in Ado.  
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5. INTRODUCCIÓN 

Cáncer cérvico-uterino y HPV. 

El cáncer cérvico-uterino (CaCu) es un problema importante de salud pública 

en el mundo y representa la segunda causa de mortalidad debida a 

padecimientos oncológicos en mujeres, con aproximadamente 500,000 

muertes al año, siendo la mayor tasa de incidencia entre la población femenina 

de los países en vías de desarrollo (Jemal et al, 2011). En México, anualmente 

se estima una ocurrencia de 20,444 casos, con una incidencia de 35.4 casos 

por cada 100,000 mujeres, y representa la segunda causa de muerte por 

tumores genitales, con una tasa de 11.3 muertes por cada 100,000 mujeres 

(INEGI, 2018). El factor etiológico central para el desarrollo de CaCu es la 

infección persistente por los tipos de virus del papiloma humano (HPV) 

oncogénico de alto riesgo  (Ibeanu, 2011).  

A nivel mundial, los tipos más comunes de HPV asociados con CaCu, 

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

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

2013). Los tipos 16 y 18 de HPV son responsables de aproximadamente el 

70% de todos los cánceres de cuello uterino (Xiang-Mei et al, 2014; Crosbie 

et al, 2013; Walboomers et al, 1999). El tipo 16 está principalmente asociado 

con CaCu y el tipo 18 es frecuentemente asociado con carcinomas escamosos 

celulares (Hopenhayn et al, 2014; Morales-Sánchez y Fuentes-Pananá, 

2014).  

Se ha demostrado que los genomas de los HPV usualmente se integran al 

genoma de la célula hospedera. Esta integración se realiza en diversos sitios, 

algunos de ellos cercanos a oncogenes específicos o sitios frágiles, sugiriendo 

que este evento puede tener un papel importante en el desarrollo de los 

tumores cervicales (Vázquez-Ortiz et al, 2005). Los HPVs son virus de ADN de 

doble cadena, de la familia Papilomaviridae. El genoma puede variar 

ligeramente entre los diferentes tipos de HPV, contienen cerca de 8.000 pb y 

codifica en 8 o 9 marcos abiertos de lectura, los cuales son transcritos como 

ARNm policistrónicos. La cápside viral está formada por 2 proteínas: La 

proteína L1 (elemento estructural primario), con 360 copias organizada en 72 
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capsómeros en los viriones infectantes. La proteína L2 es un componente 

menor del virón y está presente en el centro de los capsómeros pentavalentes 

en los vértices del virión; interviene en la entrada del virus a las células, en la 

localización de los componentes virales en el núcleo, en la unión al ADN y en la 

formación y estabilidad de la cápside. Ambas proteínas juegan un papel 

importante en la eficiencia de la infectividad del virus. La infección por HPV 

requiere que las partículas virales accedan a la capa basal epitelial y penetren 

a las células basales en división. Es bien conocido que previo a que los HPVs 

establezcan una infección, tienen que experimentar un complicado proceso 

para unirse y entrar a la célula huésped. Hay controversia sobre la naturaleza 

del receptor viral, pero se cree que son los proteoglicanos heparán sulfato 

(HSPGs) los receptores iniciales. Se ha observado que la proteína L2, de todos 

los virus HPVs secuenciados, contiene en su extremo amino terminal una 

secuencia consenso que es escindido por furina, una pro-proteína convertasa, 

y se supone que la escisión por furina es necesaria para la unión y entrada del 

virus a la célula, ya que esto provoca un cambio conformacional de la cápside 

viral, seguido de la liberación de los HSPGs para la posterior asociación con un 

receptor putativo secundario, que se cree es una integrina. Otros estudios 

evidencian que el rompimiento de furina puede llevarse acabo en la superficie 

celular o dentro de un compartimiento endosomal temprano y las cápsides se 

liberan en un compartimiento endosomal tardío, liberando el genoma asociado 

del endosoma hacia el citoplasma por un mecanismo que involucra el extremo 

C terminal de L2. 

La replicación del HPV está íntimamente ligada al proceso de diferenciación de 

las células huésped. Las células escamosas del epitelio normal crecen como 

epitelio estratificado el cual presenta dos tipos de queratinocitos, las células 

madre y células de amplificación en tránsito. Las células madre se adjuntan a la 

de la membrana basal y mantienen una alta capacidad de autorrenovación. 

Después de la división de las células basales, las células hijas que se 

convertirán en células de amplificación en tránsito migran hacia la parte 

superior del epitelio estratificado y se someten a la diferenciación terminal. 

Poco después de salir de la membrana basal, esas células normales salen del 

ciclo celular y comienzan a sintetizar queratinas de alto peso molecular que se 

acumulan en el estrato granuloso y en los estratos más altos del epitelio. Estas 
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células eventualmente forman sacos llenos de queratina en la epidermis. La 

infección por HPV se considera que requiere de una ruptura en el epitelio 

estratificado, que puede ocurrir a través de microlesiones que exponen a la 

capa basal de la entrada del virus (Sterlinko et al, 2009; Abdul et al, 2009). El 

ciclo de vida del HPV, comienza con la infección de las células basales 

epiteliales que incluye la entrada a la célula huésped, manteniendo su genoma 

a un bajo número de copias por célula infectada y requiriendo la expresión de 

E1 y E2. La segunda fase, incluye ya el primer paso hacia la transformación 

celular, es decir, la integración del genoma del HPV a la célula. E1 y E2 se 

unen al origen de replicación viral y enganchan a las ADN polimerasas 

celulares y otras proteínas necesarias para la replicación del ADN. El genoma 

viral se cree que se mantiene en 10 a 200 copias por célula en la capa basal de 

toda la infección. Este número de copias aumenta dramáticamente cuando se 

mueven las células infectadas a las capas superiores del epitelio. Durante esta 

fase de amplificación, los genomas son empaquetados en viriones infecciosos 

antes de su liberación. Las células infectadas son diferentes y se denominan 

coilocitos en esta etapa, con un núcleo ampliado y a menudo múltiples núcleos 

por célula (Fig. 1).  

Figura 1. Mecanismo de infección del virus de papiloma humano en el cérvix. En 
la imagen se muestra el acceso del virus a la capa basal del epitelio, así como la 
integración aleatoria en el genoma de las células del hospedero y la posterior 
transformación celular. Tomado de Crosbie et al, 2013. 
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La activación del promotor dependiente de diferenciación conduce a una mayor 

expresión de las proteínas E1, E4 y E5, mientras que L1 y L2 se expresan en la 

capa superior del epitelio para facilitar su ensamblaje y la formación de 

viriones. Las cápsides se someten a un proceso de maduración provocada por 

el procesamiento proteolítico de los componentes del virión antes de la 

liberación de la célula. El virión que se libera puede infectar el epitelio basal o 

extenderse a nuevos huéspedes (Stanley, 2005). Las oncoproteínas E6 y E7 

del HPV actúan para aumentar la proliferación de las células infectadas en el 

epitelio. La actividad de estas proteínas subvierte el proceso normal de 

diferenciación terminal, provocando un aumento en el número de células 

infectadas que a la larga producen viriones infecciosos. 

Las oncoproteínas E6 y E7 estimulan la progresión del ciclo celular y ambas 

proteínas se asocian con reguladores del ciclo celular. La principal función de la 

proteína E6 es la de unirse a la proteína supresora de tumores p53 en 

conjunción con la ligasa de ubiquitina celular E6AP y marcar a p53 para la 

degradación. Por otra parte, la asociación de E7 con los miembros de la familia 

de proteínas reguladoras del ciclo celular también ha sido bien caracterizada. 

Se sabe que pRb es un regulador negativo del ciclo celular que controla la 

entrada en la fase S al asociarse con los miembros de la familia E2F de 

factores de transcripción de ADN; en este sentido, E7 interrumpe esta función 

mediante la unión a pRb y desplazando las proteínas E2F. Por lo tanto las 

células entran en la fase S y activan los factores de la replicación celular, 

necesarios para la replicación viral. E7 también marca pRb para la degradación 

proteolítica por la vía de proteosomas de ubiquitina a través del proteosoma 

26S (Abdul et al, 2009). 

En algunos casos, la infección viral es claramente seguida de la activación del 

sistema inmune y la eliminación de la infección del hospedero, sin embargo, las 

lesiones ocasionalmente persisten y progresan malignamente causando 

tumores; la falla en la eliminación del virus es atribuida a una pobre respuesta 

inmunológica, la cual es vital en la protección contra el HPV, y la subsecuente 

progresión neoplásica (Gariglio et al, 1992; Hilders et al, 1994; Guzmán-

Rojas et al, 1994; Vázquez-Ortiz et al, 2005). 
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Modelo de origen celular del CaCu. 
 

Sin embargo  este modelo convencional de progresión del cáncer cervical que 

se muestra frecuentemente, presta poca atención a la vulnerabilidad de los 

diferentes sitios epiteliales donde se producen los cánceres asociados al HPV. 

Algunos autores indican que el cáncer cervical no debe considerarse como una 

enfermedad, sino que es un grupo heterogéneo de cánceres, con al menos tres 

vías de progresión que dependen de la naturaleza de la célula inicialmente 

infectada. La infección persistente por HPV y la desregulación de la expresión 

génica viral normal son factores de riesgo unificadores que afectan a los tres 

sitios de infección. Esto sugiere que la infección de HPV de alto riesgo en el 

ectocervix tiene un riesgo de progresión similar al de las infecciones vaginales 

con una progresión lenta en el tiempo de LSIL a HSIL y luego a cáncer. La 

infección del epitelio columnar donde puede ocurrir metaplasia, se asocia con 

un mayor riesgo de progresión del cáncer. Actualmente no está claro si las 

infecciones en este sitio siempre deben progresar desde la LSIL, o incluso si 

las lesiones de bajo grado realmente equivalen a infecciones productivas. 

Estas observaciones recientes sugieren, que la LSIL no productiva se 

encuentra entre la variedad de enfermedades de bajo grado que pueden 

desarrollarse tanto en el cuello uterino como en el ano, y que algunas de estas 

patologías de la enfermedad surgen de la infección de las células de reserva. 

Sin embargo, a pesar de su importancia, no todas las infecciones se limitan al 

ectocervix y la zona de transformación, y se está haciendo evidente que los 

tipos de HPV de alto riesgo también pueden infectar las células columnares del 

endocervix, un sitio que no tiene capacidad para brindar apoyo a LSIL 

(Doorbar y Griffin, 2019). 
 

Sistema inmune 

Las respuestas del ser humano contra infecciones provocadas por agentes 

patógenos potenciales son conocidas como respuestas inmunitarias. La 

respuesta inmunitaria específica, como la producción de anticuerpos contra un 

agente patógeno particular o sus productos es conocida como respuesta 

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

para algún patógeno (Fig. 2) (Murphy et al, 2009). 
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Inmunidad Innata.  

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

mecanismos de defensas celulares y bioquímicos. Los principales 

componentes de la inmunidad innata son las barreras físicas y químicas, 

células fagocíticas, células NK y proteínas sanguíneas. Representa la primera 

línea de defensa contra las infecciones. Varios componentes de la inmunidad 

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

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

piel y revestimiento del tubo digestivo, así como de las vías respiratorias 

(Abbas, 2012). La inmunidad innata es activada por muerte o daño celular 

(Boraschi y Duschl, 2014; Stanley, 2006). Parte de las células encargadas de 

la inmunidad innata (macrófagos y células NK) segregan citocinas que activan 

fagocitos y estimulan la reacción celular conocida como inflamación (Abbas, 

2012). La estrategia de la inmunidad innata no consiste en reconocer cada 

patógeno en particular, sino en reconocer un grupo de patrones moleculares 

altamente conservados y que son comunes a un grupo o familia entera de 

patógenos (Boraschi y Duschl, 2014; Regueiro, 2002).  

Inmunidad Adaptativa 

La inmunidad adaptativa se encuentra en vertebrados, genera respuestas 

inmunes a antígenos extraños, así como células de memoria (Boraschi y 

Duschl, 2014; Stanley, 2006). Existen dos tipos de respuestas inmunitarias 

adaptativas llamadas inmunidad humoral e inmunidad celular en las cuales 

intervienen diferentes componentes del sistema inmunitario.  

En la inmunidad adaptativa, específica o adquirida las principales células del 

sistema inmunitario son los linfocitos, las células presentadoras de antígenos 

(CPAs) y las células efectoras (Abbas, 2012). Los principales responsables de 

la inmunidad adaptativa son un tipo de leucocitos denominados linfocitos T y B. 

Los linfocitos son capaces de reconocer a los patógenos tanto fuera (linfocitos 

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

adaptativa es la base de la memoria inmunológica (Díaz Martín et al, 2013; 

Regueiro, 2002). La inmunidad humoral cuenta con moléculas presentes en la 

sangre y en las secreciones mucosas, que reciben el nombre de anticuerpos, 
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producidos por los linfocitos B. Los anticuerpos reconocen a antígenos 

microbianos, neutralizan la infección y los marcan para su eliminación por 

diversos mecanismos. La inmunidad humoral es el principal mecanismo de 

defensa contra los microbios extracelulares (Abbas, 2012). La inmunidad 

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

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

de otras células del huésped. La defensa contra estas infecciones corresponde 

a la inmunidad celular, que fomenta la destrucción de los microorganismos 

residentes en los fagocitos o la desaparición de las células infectadas para 

suprimir los reservorios de la infección (Abbas, 2012). 

Figura 2.- Representación de la inmunidad innata y adaptativa. Se observa la 
cinética de infección en cada una. Tomada de Abbas, 2012. 
 

Linfocitos T  

Existen 2 subpoblaciones bien definidas de células T: colaboradoras (Th) y 

citotóxicas (CTL); recientemente se caracterizó una tercera subpoblación de 

células T, las T reguladoras (Treg). Las células Th y CTL pueden distinguirse 

entre sí por la presencia de glucoproteínas de membrana CD4 o CD8. Las 

células T que exhiben CD4 funcionan como linfocitos Th, mientras que las que 

exhiben CD8 funcionan como citotóxicos. Las diversas células T efectoras 

llevan a cabo funciones especializadas, como secreción de citocinas (células 

Th CD4 activadas) y actividad citotóxica destructora (CTL CD8). Las células T 

CD4 forman 2 subpoblaciones que se distinguen por los grupos distintos de 
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citocinas secretadas. Una población Th1 secreta IL-2, IFN- y TNF-. El 

subconjunto Th1 tiene a su cargo las funciones habituales mediadas por 

células, como hipersensibilidad de tipo tardío y activación de CTL. El otro 

subconjunto, denominado Th2, secreta IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. Este 

subconjunto funciona con mayor eficacia como colaborador para la activación 

de células B (Kindt, 2007). Los CTL tienen la capacidad de destruir células 

extrañas y sólo reconocen péptidos antigénicos presentados por moléculas 

MHC-I. Las células tumorales y células infectadas por virus pueden ser 

destruidas por estas céulas efectoras (Fig. 3) (Canaday et al, 2001). Por medio 

de este reconocimiento del antígeno de superficie la célula citotóxica entra en 

contacto íntimo con su célula blanco y administra el “beso de la muerte por 

apoptosis” (Murphy et al, 2008). Los CTL contienen altas concentraciones de 

gránulos citolíticos preformados en su citoplasma que contienen proteínas 

citosólicas como perforinas y granzimas designadas a inducir muerte en células 

blanco tras su liberación (Cooper et al, 2001; Burkhardt et al, 1989; Tschopp 

& Nabholz, 1990). Forrando la membrana de estos gránulos está la proteína 1 

asociada a membrana de lisosoma (LAMP-1 o CD107 (Winchester, 2001; 

Peters et al, 1991), cuya expresión sobre la superficie celular ha sido descrita 

como un marcador de degranulación de estas células citotóxicas y se ha 

demostrado que actúacomo un fuerte sobrerregulador en la superficie celular 

siguiendo la estimulación en concordancia con la pérdida de las perforinas 

(Betts et al, 2003). 
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Figura 3. Destrucción de células tumorales por linfocitos T citotóxicos CD8+. 
Células Dendríticas Inmaduras son activadas en el microambiente tumoral mediante 
señales de daño (ATP, factores inflamatorios, etc) y migran como células dendríticas 
maduras al nódulo linfático en donde presentan péptidos a los linfocitos  T auxiliares 
CD4+ o citotóxicos (CD8+). Los linfocitos T activados migran al sitio del tumor, en 
donde las células presentadoras de antígeno (CPA) reactivan a las poblaciones de 
CD4+ y CD8+ para llevar a cabo su función efectora. Algunas células T se convierten 
en células de memoria, que pueden reactivar el posterior encuentro con el antígeno. 
Tomado y modificado de Tindle, 2002. 

 
Evasión de la inmunidad antitumoral 

Aunque es claro que el sistema inmune puede reaccionar hacia las células 

tumorales, el hecho de que mueran tantas personas cada año por cáncer indica 

que la respuesta inmunitaria hacia las células tumorales a menudo es ineficaz. 

Las células cancerosas se someten a cambios genéticos y epigenéticos 

estocásticos que generan los cambios críticos necesarios para eludir las 

defensas inmunológicas innatas y adaptativas (Smyth et al, 2001). Por otra 

parte, el sistema inmunológico contribuye a la progresión del tumor mediante la 

selección de variantes tumorales más agresivas, la supresión de la respuesta 

inmune antitumoral, o la promoción de la proliferación de células tumorales. La 

interacción entre una población heterogénea de células con cáncer sometidas a 

modificaciones genéticas rápidas y la presión inmunológica constante ejercida 

por las células inmunitarias permite la selección darwiniana de las variantes 

tumorales más aptas para sobrevivir y formar cáncer en huéspedes 

inmunocompetentes (Drake et al, 2006). El escape tumoral puede ser 

resultado de los cambios que se producen a nivel del tumor, inhibiendo 

directamente el reconocimiento de células cancerosas o la citólisis por las 

células efectoras inmunes. En algunos casos, la evasión inmune por tumores 

es absoluta y el sistema inmune tiene poco impacto en la progresión del tumor, 

mientras que en otros casos el crecimiento del tumor se retrasa antes de que el 

sistema inmune este abrumado, que conduce a la progresión del tumor (Dunn 

et al, 2004). En su forma más simple de escape, las células tumorales pueden 

evadir la detección, ya sea debido a la falta de reconocimiento inmunológico o 

para la inducción de tolerancia central o periférica. La tolerancia central es un 

proceso por el cual las células T auto-reactivas se eliminan o se convierten en 

un fenotipo regulador en el timo. En este caso, y en ausencia de expresión de 

neoantígenos, los tumores pueden permanecer invisibles para el sistema 
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inmune adaptativo y son libres de crecer sin impedimentos. La tolerancia 

periférica es un proceso importante en las células T reactivas con antígenos 

propios que no se expresan en el timo se eliminan. En este caso, un cierto nivel 

de respuesta inmune antitumoral puede ser iniciada de forma transitoria antes 

de que se induzca la tolerancia, lo que lleva a la progresión del tumor (Drake et 

al,2006). Además de la inducción de la tolerancia, las células tumorales pueden 

adquirir defectos en el procesamiento de antígenos y las vías de presentación 

que facilitan la evasión del reconocimiento inmune adaptativo. Las células 

tumorales han desarrollado durante su generación múltiples mecanismos 

inmunosupresores con el propósito de evadir el reconocimiento inmune o 

suprimir los mecanismos efectores de células T anti-tumorales. Estos 

mecanismos pueden cooperar en etapas avanzadas del cáncer para limitar la 

capacidad del sistema inmune para frenar el tumor y la eficacia de las 

estrategias de inmunoterapia para erradicar con éxito las células malignas 

(Rabinovich et al, 2007). Por lo tanto, varios factores intrínsecos o extrínsecos 

confinados al microambiente tumoral pueden generar una condición 

tolerogénica, inmunosupresión y evasión de la respuesta inmune a través de 

diversos mecanismos que incluyen: 1. Alteraciones en la señalización de 

receptores de muerte celular  y activación de los  puntos de control 

inmunológico (por ejemplo, CTLA4,PD-1, FasL, TRAIL, RCAS1R). 2. 

Disminución en la expresión de moléculas  del complejo principal de 

histocompatibilidad I (MHC I), mutación o pérdida de antígenos tumorales, 

deficiencia de moléculas del proteasoma LMP2 y LMP7. 3. Deficiencia en la 

señalización de células T, por ejemplo la cadena ϛ de CD3, p56lck, p59fyn, 

sho-1.  4. Secreción de citocinas y factores solubles inmunosupresores como 

TGF-β e IL-10,CCL22, VEGF, gangliosidos, galectina-1, PGE2 por las células 

tumorales; y  5. El reclutamiento de células inmunorupresoras tales como 

linfocitos T reguladores, células dendríticas plasmacitoides y células estromales 

mesenquimales (CEMs) en el microambiente tumoral (Fig. 4) (Rabinovich et 

al, 2007). 
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Figura 4. Estrategias inmunosupresoras explotadas por los tumores para evadir 
las respuestas inmunes. Los tumores emplean una gran cantidad de mecanismos 
inmunosupresores que pueden actuar conjuntamente para contrarrestar las respuestas 
inmunitarias efectivas. Estos incluyen: 1) alteraciones en la señalización de receptores 
de muerte celular  y activación de los  puntos de control inmunológico (CTLA4,PD-1, 
FasL, TRAIL, RCAS1R); 2) disminución en la expresión MHC I, mutación o pérdida de 
antígenos tumorales, deficiencia de moléculas proteasoma LMP2 y LMP7; 3) 

deficiencia en la señalización de células T , por ejemplo la cadena  de CD3, p56lck, 
p59fyn, shp-1; 4) secreción de citocinas y factores solubles inmunosupresores como 
TGF-β e IL-10,CCL22, VEGF, gangliosidos, galectina-1, PGE2; y 5) el reclutamiento 
de células inmunorupresoras como linfocitos T regs, células dendríticas plasmacitoides 
y CEMs. Tomado y modificado de Rabinovich et al, 2007. 
 
 

Celúlas Estromales Mesenquimales (CEMs) 

El inicio y progresión del tumor requiere de la generación de un nicho de 

soporte que constituya un microambiente favorable para promover la viabilidad, 

proliferación e invasión de las células tumorales. Las células estromales, 

endoteliales y células del sistema inmune presentes en el tumor, forman parte 

de este nicho. De hecho, las células estromales mesenquimales (CEMs), 

derivadas de células multipotentes de origen mesodérmico, representan el 

componente celular principal de este nicho y tienen funciones de soporte e 

inmunoregulación, y proveen de factores necesarios para inducir angiogénesis, 

proliferación y migración de las células tumorales, entre otras (Sppes et al, 

2016).  

Las CEMs son un subtipo heterogéneo de células troncales, fueron inicialmente 

caracterizadas en la década de 1960 con los trabajos realizados por 
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Friedenstein, quien las aisló de médula ósea y las describió como células 

adherentes al plástico de morfología fibroblastoide, capaces de diferenciarse 

hacia células de origen mesodérmico: osteocitos, condrocitos y adipocitos. Las 

CEMs se caracterizan fenotípicamente por la expresión de los marcadores 

CD105, CD73 y CD90 y por expresar bajos niveles de moléculas del Complejo 

Principal de Histocompatibilidad (MHC) Clase-I  y ser negativas para las 

moléculas MHC Clase-II, CD11b, CD14, CD34, CD45 y CD31 (Horwitz et al, 

2005) (Fig. 5) (Beyer Nardi & da Silva Meirelles, 2006; Gregory et al, 2005).  

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Las CEMs de diferentes tipos de tejidos se diferencias hacia diferentes 
linajes. Descritas como células adherentes al plástico de morfología fibroblastoide, 
capaces de diferenciarse hacia células de origen mesodérmico, expresión de 
marcadores CD73, CD90 y CD105 principalmente y ausencia de marcadores 
hematopyeticos. Tomado y modificado de James, 2013. 

Recientemente esta idea ha cambiado, ya que las CEMs pueden ser obtenidas 

de diferentes tejidos maduros y tienen la capacidad de diferenciarse en 

osteoblastos, adipocitos, condroblastos, fibroblastos, mioblastos, ovocitos, 

cardiomiocitos, hepatocitos, tenocitos, diferentes células epiteliales (pulmón, 

intestino, riñón y bazo) e incluso neuronas, y secretan factores de crecimiento 

con efectos paracrinos que favorecen la regeneración de los tejidos dañados  

(Gregory et al, 2005; Baksh et al, 2004; Kidd et al, 2012). Algunos científicos 

proponen que la generación de células de origen diferente al mesodérmico es 

debido a un proceso de reprogramación en la expresión de genes denominado 

plasticidad celular (Sato et al, 2005; Bobis et al, 2006).  
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Cuando ocurre un daño a tejidos las CEMs migran al tejido dañado y liberan 

factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento epidermal (EGF), 

factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento derivado de 

plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformante β (TGF-β), factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento de hepatocitos 

(HGF), factor de crecimiento de insulina-1(IGF-1), factor derivado de células 

estromales-1 (SDF-1), muchos de los cuales son generados por estímulo 

inflamatorio tales como el de TNF-α (Shi et al, 2012). 

Por lo tanto, CEMs tienen la capacidad de migrar  y establecerse en  sitios de 

inflamación y se ha encontrado que forman parte del microambiente tumoral 

(CEMs-T) (McAllister et al, 2014; Bussard et al, 2016; Ma et al, 2014; Sun et 

al, 2014). El tropismo intrínseco de las CEMs por los sitios de daño también es 

observado en lesiones tumorales por que se producen citocinas inflamatorias, 

quimiocinas y factores de crecimiento que reclutan a las CEMs en el 

microambiente tumoral e impactan en el desarrollo del tumor a través de vías 

autocrinas y paracrinas que tienen un efecto directo sobre las células tumorales 

o un efecto indirecto en la modificación del microambiente en la cual su 

integridad es una parte esencial en tejidos tumorales (Gomes, 2013; Shi et al, 

2012). 

Las CEMs que se reclutan en tejidos tumorales pueden seguir existiendo como 

CEMs-T,  las cuales  son similares a CEMs derivadas de tejidos normales 

(MSC-N) con respecto a la morfología, fenotipo y capacidad de diferenciación 

multilinaje. Las CEMs-T pueden constituir aproximadamente el 0,01-1% del 

número total de células en los tejidos tumorales sólidos (Ren et al, 2015) y se 

han aislado y caracterizado a partir de cáncer de ovario (McLean et al, 2011), 

tumores de células gigantes (Wulling et al, 2003), neuroblastoma (Johann et 

al, 2010), osteosarcoma, lipoma (Gibb et al, 2005), cáncer gástrico (Cao et al, 

2009)  y CaCu (Montesinos et al, 2013), entre otros, en donde son capaces de 

regular el crecimiento y progresión tumoral a través de interacciones parácrinas 

aun no completamente dilucidadas.   

Se ha estipulado que las CEMs-T pueden dar soporte y favorecer la 

proliferación de células troncales cancerosas (Luo et al, 2013), además de  

promover la transición epitelio mesénquima (Karnoub et al, 2007) y la 
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metástasis de las células tumorales  (McLean et al, 2011; Liu et al, 2011). Uno 

de los efectos de las CEMs en la progresión del tumor, es atribuido a su 

capacidad de inducir angiogénesis, el cual es el principal factor en el desarrollo 

de tumores. Los efectos pro-angiogénicos pueden ser mediados indirectamente 

por la secreción de factores pro-angiogénicos por las células tumorales tales 

como el VEGF, PDGF, o directamente a través de la transdiferenciación de las 

CEMs en pericitos, fibroblastos o células endoteliales, promoviendo la 

formación de vasos sanguíneos (Gómes, 2013). 

Por otro lado, se ha reportado que las CEMs-T pueden favorecer la evasión del 

reconocimiento inmune mediada por linfocitos T citotóxicos al desregular la 

expresión de moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad Clase I 

en las células tumorales (Montesinos et al, 2013) y la supresión de la 

respuesta inmune antitumoral, ya sea mediante el reclutamiento de células 

inmunosupresoras tales como las células supresoras derivadas del linaje 

mieloide (MDSCs) y células T reguladoras (T regs) (Prevosto et al, 2007), la 

producción de citocinas inmunosupresoras como IL-4, IL-5, IL-10 y TGF-β (Sun 

et al, 2014;Johann et al, 2015; Poggi et al, 2014) o la producción de 

metabolitos inmunosupresores como PGE2, IDO, NO (Dipatrini et al, 2013). 

Recientemente nuestro grupo de investigación ha reportado que CEMs 

derivadas de cáncer cervical (CEMs-CaCu) suprimen la respuesta de linfocitos 

T a través de la vía purinérgica mediada principalmente por la generación de 

adenosina a través de la ectoenzima CD73 (Mora-García et al, 2016). La 

adenosina está presente en concentraciones inmunosupresoras dentro del 

microambiente tumoral y puede ser un factor importante en la evasión inmune 

por las células tumorales (Blay et al, 1997). 

Vía adenosinergica 

En esta vía, los nucleótidos ATP/ADP que se encuentran en altas 

concentraciones (50-100 µM) en respuesta a señales de estrés tales como 

hipoxia, daño e inflamación en el MAT  (Vaupel et al, 2016), son hidrolizados 

conjuntamente por diferentes ectoenzimas para generar los respectivos 

nucleótidos. En ausencia de enzimas catalíticas capaces de hidrolizar estos 

nucleótidos extracelulares serían relativamente estables. Sin embargo, la 

mayoría de los tipos celulares expresan enzimas en su superficie celular que 
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catalizan la fosfohidrólisis de nucleótidos (Eltzschig Holger K, 2010). Este 

evento es controlado por la acción de ectonucleotidasas, incluidos los 

miembros de las ectonucleósido trifosfato difosfohidrolasas (E-NTPDasas, ecto-

ATPasas, ectoapyrasas, EC 3.6.1.5), ectonucleótido pirofosfatasa 

fosfodiesterasas (E-NPP, EC 3.1.4.1), ectoalcalina fosfatasas (ALP, EC 

3.1.3.1), que de manera eficiente hidrolizan ATP y ADP a AMP (Scussel et al, 

2012). Posteriormente los nucleótidos son hidrolizados por la acción de la 5'-

ectonucleotidasa o CD73 (EC 3.1.3.5) convirtiendo AMP en adenosina (Ado) 

(Robson et al, 2006; Zimmermann et al, 2012) (Fig. 6) La conversión de ATP 

hacia AMP por CD39 es reversible por la acción de Ado por CD73 es reversible 

solamente después del transporte de adenosina hacia células donde ésta 

puede ser convertida hacia AMP por adenosina cinasa (Ghiringhelli et al, 

2012; Beavis et al, 2012; Allard et al, 2012). 

Los niveles de adenosina son controlados por la enzima Adenosina Deaminasa 

(ADA) la cual convierte Ado en inosina. ADA se puede unir a CD26, la cual 

reduce la concentración local de adenosina sobre la superficie celular y evita la 

unión de adenosina con sus receptores (Saldanha-Araujo et al, 2011).  

La Ado está implicada en una amplia variedad de funciones biológicas básicas, 

incluyendo la biosíntesis de nucleótidos o el metabolismo de la energía celular 

(Eltzschig Holger K, 2010). En el exterior de la célula, la Ado sirve 

principalmente como una molécula de señalización y sus funciones biológicas 

ocurren a través de la activación de los receptores de adenosina (ARS) 

localizados en la superficie extracelular de las membranas celulares, los cuales 

están acoplados a proteínas G y  se dividen en cuatro subtipos: A1R, A2AR, 

A2BR y A3R  (Bours et al, 2006; Fredholm et al, 2001; Linden et al, 2001).  
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Figura 6. Representación de generación de Ado extracelular a través de 
hidrólisis enzimática. En la imagen se representa la actividad de CD39 y CD73 para 
dar lugar a la generación de adenosina mediante la hidrólisis de nucleótidos 
extracelulares como el ATP. Tomado y modificado de Zhang et al, 2012. 

CD73 

CD73 es una nucleotidasa vinculada a proteínas glicosilfosfatidilinositol (GPI) 

presente en los “rafts” de lípidos de membrana de las células, estando activa 

como un homodímero unido por disulfuro, de 70 Kilodaltones (kDa). Una forma 

soluble de CD73 puede ser desprendida desde la membrana através de 

escisión proteolítica o hidrólisis de GPI por fosfolipasas específicas. La forma 

madura de CD73 consiste de 548 aminoácidos. El dominio N-terminal coordina 

la unión de dos iones metálicos divalentes catalíticos, mientras que el dominio 

C- terminal proporciona el bolsillo de unión de AMP (Antonioli et al, 2013). 

CD73 se considera la enzima limitante en la generación de adenosina 

extracelular, catalizando la desfosforilación de monofosfatos ribo y 

desoxirribonucleósidos de purina y pirimidina a los nucleósidos 

correspondientes. Esta molécula particular impulsa la conversión de AMP en 

adenosina (Fig. 7) (Allard et al, 2012; Colgan et al, 2006).  
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Figura 7. Estructura y papel del CD73 en las vías metabólicas extracelulares. 
CD73 se caracteriza por un dominio N terminal que contiene sitios de unión para los 
iones de zinc y cobalto y un dominio C terminal que contiene el sitio de unión AMP. El 
dominio C-terminal está vinculado a la membrana plasmática a través de un anclaje 
GPI. Estos dos dominios están conectados por una hélice α corta. Tomado y 
modificado de Antoniolli et al, 2013. 

Esta molécula fue definida inicialmente como antígeno de diferenciación de 

linfocitos, y se ha reportado que actúa como una molécula de señalización de 

cooperación en los linfocitos T (Resta and Thompson, 1997; Dianzani et al, 

1993; Massaia et al, 1990) y como una molécula de adhesión que se requiere 

para la unión de linfocitos al endotelio. Está vinculada con el control de una 

variedad de respuestas fisiológicas, incluyendo transporte de fluidos e iones 

epiteliales, el precondicionamiento isquémico, lesión de los tejidos, la función 

plaquetaria, fuga vascular, función de barrera vascular, restricción de la 

migración de linfocitos a los ganglios linfáticos y estimulación de la hidratación 

de la mucosa (Colgan et al, 2006). También se ha demostrado que participa 

en interacciones célula-célula y célula-matriz; está implicada en la resistencia a 

las drogas, la promoción de tumores (Airas et al, 1995) y suprime las 

respuestas pro-inflamatorias en células endoteliales humanas (Grünewald y 

Ridley, 2010). Se expresa en algunas células del sistema inmune, tales como 

células B activadas, células T CD4+, CD8+, T reguladoras, pero no en células 

T vírgenes, células NK, células dendríticas foliculares, macrófagos, monocitos, 

células endoteliales, células epiteliales, y fibroblastos (Ghiringhelli et al, 2012; 

Allard et al, 2012; Scussel et al, 2012; Deaglio et al, 2007; Colgan et al, 

2006). 
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Expresión de CD73 en cáncer 

Esta enzima se expresa en algunas células del sistema inmune, tales como 

células B activadas, células T CD4+, CD8+, T reguladoras, pero no en células 

T vírgenes, células NK, células dendríticas foliculares, macrófagos, monocitos, 

células endoteliales, células epiteliales, y fibroblastos (Ghiringhelli et al, 2012; 

Allard et al, 2012; Scussel et al, 2012; Deaglio et al, 2007). 

Sin embargo el papel de CD73 en cáncer aún no es claro. Previos estudios 

reportaron que CD73 participa en interacciones célula-célula y célula-matriz y 

está implicada en la resistencia a las drogas y promoción del tumor (Airas et 

al, 1995; Spychala, 2000). Mediante citometrìa de flujo Jin et al, 2010, 

demostraron que CD73 está ampliamente expresada sobre muchas líneas 

celulares tumorales y está sobreregulada en tejidos cancerosos. Además  la 

expresión de CD73 ha sido reportada en varios tipos de cáncer, incluyendo: 

cáncer de vejiga (Stella et al, 2009), leucemia (Mikhailov et al, 2008), glioma 

(Bavaresco et al, 2008), glioblastoma (Ludwing et al, 1999), melanoma 

(Sadej et al, 2006), cáncer de ovario (Cho et al, 2006), tiroides (Kondo et al, 

2006), esófago (Fukuda et al, 2004), próstata (Hastie et al, 2005) y mama 

(Spychala et al, 2004; Wang et al, 2008). Recientemente nuestro grupo de 

investigación ha reportado que líneas de cáncer cervical también expresan 

CD73 (Mora-García et al, 2017).  Así mismo CD73 ha sido asociada 

fuertemente con un fenotipo prometastásico en melanoma y cáncer de mama y 

se ha reportado que la terapia con anti-CD73 inhibe el crecimiento tumoral y la 

metástasis en cáncer de mama, sugiriendo entonces que la expresión de estas 

moléculas en tumores tiene un papel relevante en la progresión e invasión 

tumoral (Stagg et al, 2010; Jin et al, 2010). 

Regulación de CD73 

La expresión de la molécula CD73 sobre tumores puede ser regulada por la 

presión selectiva ejercida por el sistema inmune, debido a que los tumores 

positivos a CD73 están mejor equipados para suprimir las respuestas inmunes 

antitumorales (Beavis et al, 2012), ya que se ha reportado que la sobre-

expresión de CD73 en  diferentes tumores se asocia con un pobre pronóstico y 

con una mayor capacidad para suprimir las respuestas inmunes antitumorales 
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(Bavaresco et al, 2008; Hausler et al, 2011; Wang et al, 2008). De manera 

importante CD73 es significativamente sobreregulada en tejidos cancerosos 

acompañado por una alta actividad enzimática, la cual puede mediar la 

producción de Ado extracelular (Zhang, 2010). Diferentes trabajos apoyan 

claramente la idea de que las células tumorales contribuyen a los elevados 

niveles de Ado en el microambiente tumoral a través de la actividad enzimática 

de CD73 de superficie (Jin et al, 2010; Stagg et al, 2010), aunado a que  

existen factores extrínsecos y factores intrínsecos propios del microambiente 

tumoral que regulan la expresión de CD73. Por lo tanto los altos niveles de 

expresión de CD73 en el tumor pueden ser inducidos en el microambiente 

tumoral local por una amplia gama de factores. 

Se ha demostrado que algunos fármacos empleados en la quimioterapia tienen 

la función de modificar la expresión de CD73 y CD39 y por lo tanto cambiar la 

cascada enzimática que convierte ATP al inmunosupresor Ado. Bernardi et al, 

2007 demostraron que la indometacina sobre-regula la expresión de ARNm y 

proteína de CD73 en células de glioma mejorando la cascada de degradación 

de nucleótidos extracelulares junto con CD39. Por lo tanto, el efecto de la 

indometacina sobre las células de glioma puede ser mediado al menos en 

parte, aumentando el catabolismo de las purinas extracelulares. Dado que la 

indometacina tiene la capacidad de cruzar la barrera de la sangre (Courade et 

al, 2001) y es suficientemente segura para permitir una administración a gran 

escala, este compuesto puede representar un agente potencialmente útil para 

la quimioprevención o la terapia adyuvante de glioma. 

De manera similar en células de glioma observaron que la dexametasona 

incrementa la hidrolisis de AMP y la expresión de ARNm de CD73. Además, un 

inhibidor de PKC bloqueó los efectos de dexametasona, lo cual sugiere que 

esta droga podría ejercer su acción mediante esta vía (Bavaresco et al, 2007).  

Loi et al, 2013 demostró que la alta expresión de CD73 estuvo asociado con 

resistencia a la terapia con doxorubicina en pacientes con cáncer de mama 

triple negativo (TNBC) y fue correlacionado con alto riesgo de metástasis 

distante. Además, la doxorubicina sobre-reguló la expresión de CD73 en líneas 

celulares de melanoma, leucemia y cáncer de mama humano. En contraste en 
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otro estudio, la doxorubicina no alteró la expresión de CD73 en líneas celulares 

de cáncer de mama (Freitas-Santos et al, 2016). 

Se ha demostrado que la expresión de CD73 también puede ser regulada por 

hormonas en tumores de distinto tipo histológico. Spychala y colaboradores en 

el año 2004 reportaron que el receptor de estrógeno (ER) regula de manera 

negativa los niveles de expresión de ARNm y proteína en la ectoenzima CD73 

en células de cáncer de mama, ya que la pérdida de expresión de ER, la cual 

es característica de la enfermedad más avanzada y agresiva, conduce a la 

sobre-regulación de CD73 y el incremento en la generación de Ado 

extracelular, convirtiéndolo en un blanco prometedor para el tratamiento clínico 

de pacientes con cáncer de mama (ER-). En contraste a estas pacientes, se ha 

demostrado que las hormonas tiroideas pueden incrementar la expresión de 

CD73 y por tanto, la capacidad de generar adenosina en diferentes tipos de 

células. Células de glioma tratadas con la hormona tiroidea T3 incrementaron 

de manera significativa la expresión de ARNm comparado con el grupo control, 

correlacionando con un incremento en su actividad nucleotidasa (Wink et al, 

2003). El efecto observado sobre la expresión es debido probablemente a la 

unión de T3 a sus receptores nucleares (Anderson, 2001). Un efecto similar de 

hormonas tiroideas sobre la expresión de CD73 fue observado en células de 

musculo vascular liso y miocitos ventriculares (Tamajusuku et al, 2006; 

Carneiro-Ramos et al, 2004). Por tanto, el hipertiroidismo puede incrementar 

la expresión de CD73 y generación de adenosina en algunos tumores. 

Por otro lado, es bien sabido que los cambios epigenéticos pueden modificar 

de manera importante la expresión de diversos  genes en  cáncer (López et al, 

2009). La expresión de CD73 es también regulada por modificación 

epigenetica. Wang et al, 2012 mostraron que el ARNm de CD73 es 

desregulado por silenciamiento transcripcional dependiente de metilación en 

líneas celulares de melanoma. En los casos clínicos de melanoma, la 

metilación en la isla CpG de CD73 se produce tanto en melanomas primarios y 

metastásicos y se correlaciona con la desregulación en la transcripción de 

ARNm de CD73 y fue asociado con sitios específicos metastásicos. Por otro 

lado se ha reportado, que la expresión de CD73 es regulada en líneas celulares 

y tejidos de cáncer de mama por el estado de metilación de las islas CpG y que 
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la metilación es un indicador pronóstico de resultado clínico favorable (Lo 

Nigro et al, 2012). 

En otros estudios se ha reportado que la vía de señalización a través de la 

proteína B-catenina, incrementó la actividad del promotor de CD73. Además la 

expresión de Wnt-1 correlacionó con un incremento de niveles de proteína y 

actividad enzimática de CD73 con una concomitante disminución de ADA 

(Spychala y Kitajewski, 2004). Thom et al, 2013 mostraron que el ácido 

decoxahesanoico (DHA) incrementa los niveles de proteína de CD73 

mejorando el incrementó de nucleótidos de adenina en células endoteliales. 

Por otro lado, el empalme alternativo de pre-ARNm es un mecanismo por el 

cual multiples isoformas de ARNm y proteína son generadas desde un limitado 

conjunto de genes, los cuales promueven complejidad funcional de organismos 

(Matera y Wang, 2014). Snider et al, 2014 demostraron que el empalme 

alternativo es un nuevo mecanismo de regulación de CD73. 

Por otra parte, la hipoxia tumoral puede contribuir a la propagación de señales 

oncogénicas en el microambiente tumoral (Sitovsky et al, 2008). Se ha 

demostrado que el microambiente hipóxico puede conducir a la expresión de 

CD73. El grupo de Synnestvedt  en  2002,  reveló que la hipoxia ambiental 

regula transcripcionalmente a CD73. Otro reporte también indica que la 

exposición crónica a hipoxia mejora los niveles de ARNm y proteína de CD73, 

así como su actividad catalítica in vitro de manera dependiente del tiempo 

(Kobayashi et al, 2000). El mecanismo de dicha inducción implica el sitio de 

unión HIF-1α (Factor inducible a hipoxia 1α) llamado elemento de respuesta 

hipoxia (HRE) en el gen promotor de CD73 (Hansen et al, 1995). De manera 

interesante, se ha descubierto que la supresión de HIF-1α por oligonucleótidos 

antisentido o mutaciones puntuales en el HRE del gen CD73 inhibe la 

expresión de CD73 inducida por hipoxia (Li et al, 2006; Semenza et al, 2011). 

Distintos factores solubles también han sido implicados en la sobre-regulación 

de CD73. En un estudio se demostró que el AMP exógeno o la adenosina 

regulan transcripcionalmente la expresión de CD73 a través de la elevación de 

AMPc intracelular, mostrando un ejemplo de inducción transcripcional de la 

enzima por su producto enzimático (adenosina) y definiendo una vía paracrina 

(Narravula et al, 2000). 
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Un estudio demostró que diferentes factores pro-inflamatorios probados afectan 

la actividad y expresión de CD73. LPS, IFN-, glutamato y H202 disminuyen la 

actividad de CD73, mientras que TNF-α induce una sobre-regulación de la 

actividad enzimática. La disminución en la actividad de CD73 fue ligada a la 

alteración en la eficiencia catalítica de la enzima y al cambio en su expresión 

de membrana. TNF-α, el único agente probado que estimula la actividad de 

CD73, incrementa su abundancia en membrana sin cambios a nivel de ARNm, 

sugiriendo que actúa a nivel postranscripcional y/o traduccional probablemente 

por la movilización de péptidos de CD73 (Brisevac et al, 2012). De manera 

similar se demostró que IL-4 e IFN-γ disminuyen la expresión y el nivel de la 

actividad de CD73, mientras que la prostanglandina E2 (PGE2) incrementa su 

expresión y su actividad (Christensen et al, 1992). La IL-1B y TNF-a también 

inducen la expresión de CD73, siendo este efecto más marcado en presencia 

de IL-13. La acción de estas citocinas resultó ser compleja ya que estaba 

mediada por producción de PGE2 y AMP cíclico (Savic et al, 1990). Por otro 

lado Niemela y colaboradores en el año  2004 demostraron que IFN-α produce 

una clara sobre-regulación de CD73 en endotelio vascular en tejido normal y 

canceroso de vejiga cuando fueron comparados con niveles de expresión 

basal. Además IFN-β también ha sido reportada por tener un efecto regulatorio 

sobre la expresión de CD73 en células endoteliales (Airas et al, 2007; Kiss et 

al, 2007). 

Recientemente, se ha demostrado que las células T reguladoras naturales 

CD4+Foxp3+ (nTregs) expresan altos niveles de CD39 y CD73 capaces de 

administrar adenosina antiinflamatoria al medio circundante. La expresión de 

CD73 en células T CD4, CD8, células dendríticas y macrofagos es inducida por 

TGF-β independientemente de la expresión de Foxp3, operando a nivel 

transcripcional y traduccional proporcionando así un mecanismo de 

amplificación para la generación de Ado en microambientes tisulares. Estos 

efectos fueron antagonizados por citocinas Th1 y Th2. En presencia de AMP, 

CD73 inducida por TGF-β genera adenosina capaz de suprimir la proliferación 

de células T CD4 activadas in vitro (Regateiro et al, 2011). En otro estudio, 

demostraron que las vias IL-6-Stat3 y TGF-β-Gfi-1 fueron necesarias para 

inducir las ectonucleotidases CD39 y CD73 en células Th17, conduciendo al 

incremento de Ado y la subsecuente supresión de CD4 y CD8. Las células 
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Th17 infiltradas en el tumor expresaron estas ectonucleotidasas y su 

transferencia adoptiva promovió el crecimiento tumoral, demostrando así que la 

expresión de ectonucleotidasas apoya funciones inmunosupresoras de células 

Th17 en cáncer (Chalmin et al, 2012).  En contraste Chatterjee et al, 2014 

demostraron que la supresión de IFN-γ en células Th17 puede ser bloqueada 

por eliminación genética de CD73 o utilizando IL1b en lugar de TGF-β para 

programar células Th17 ex vivo. Las células Th17 cultivadas con IL1b fueron 

altamente polifuncionales, expresando altos niveles de moléculas efectoras y 

exhibiendo un control a corto plazo superior en melanoma. De manera 

interesante la generación de Ado por células B deficientes de IL-10 es alterada 

debido a una marcada disminución en la expresión de CD73 creando una 

conexión entre IL-10 y adenosina (Kaku et al, 2014). 

Efecto inmunosupresor Ado 

La Ado está constitutivamente presente en los medios extracelulares en una 

concentración muy baja, pero su concentración aumenta en muchas 

condiciones de estrés metabólico, en particular en el microambiente tumoral 

(Ghiringhelli et al, 2012). La adenosina inhibe de forma potente una amplia 

gama de respuestas de los linfocitos T a la estimulación antigénica, incluyendo 

proliferación celular (Hoskin et al, 2002; Huang et al, 1997), síntesis de IL-2 y 

citocinas proinflamatorias como el interferón-γ y TNF-α (Lappas et al, 2005; 

Butler et al, 2003; Raskovalova et al, 2005), la sobrerregulación de CD25 

(cadena α del receptor de la IL-2) (Huang et al, 1997; Butler et al, 2003), la 

expresión de moléculas efectoras citotóxicas como perforinas y Fas ligando 

(Hoskin et al, 2002; Koshiba et al, 1997), la adhesión de LTC a las células 

diana del tumor (MacKenzie et al, 1994, 2002) y la exocitosis de gránulos por 

LTC (Koshiba et al, 1997). También inhibe algunos de los primeros pasos en 

la activación de las células T asociada con señales de transducción mediante 

los receptores de las células T y de moléculas coestimuladoras como CD28 

(Ohta et al, 2006). Las bajas concentraciones micromolares de Ado, inhiben la 

fosforilación inducida por el receptor de las células T CD3 y CD28 de los 

residuos de tirosina en proteínas intracelulares de las células T de ratón, 

proteínas tirosina cinasas p56lck y ZAP-70, que son componentes esenciales 
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de la vía de transducción de señales del receptor de las células T (Mustelin 

and Taskén, 2003). 

La Ado extracelular induce sus potentes efectos inmunosupresores vía cuatro 

receptores (ARs, por sus siglas en inglés), específicos bien caracterizados: A1, 

A2A, A2B y A3 (Fredholm et al, 2001; Linden et al, 2001). Los ARs tienen 

siete dominios transmembrana que abarcan y se acoplan a proteínas de unión 

GTP intracelulares (Proteínas G), utilizando AMP cíclico intracelular (AMPc) 

como segundo mensajero (Fig 8) (Haskó et al, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Receptores de Ado. La  Ado extracelular se une a cuatro receptores (ARs, 
por sus siglas en inglés) específicos bien caracterizados: A1, A2A, A2B y A3. Los ARs 
tienen siete dominios transmembrana que abarcan y se acoplan a proteínas de unión 
GTP intracelulares (Proteínas G), utilizando AMP cíclico intracelular (AMPc) como 
segundo mensajero a traves de adenilato ciclasa. 

El receptor A1 de alta afinidad y el receptor A3 de baja afinidad están 

acoplados a proteínas Gi. Los receptores A2 se subdividen en A2A de alta 

afinidad y A2B de baja afinidad, los cuales están acoplados a proteínas Gs 

(Linden, 2001; Thiel et al, 2003; Sitkovsky, 2003, 2008). Los receptores A1 y 

A3 inducen disminución de AMPc intracelular, mientras que los receptores A2A 

y A2B inducen la activación de la adenilato ciclasa que resulta en aumento de 

los niveles intracelulares de AMPc. Los receptores A1 y A3 también inducen la 

activación de fosfatidil-inositol 3 quinasa (PI3K) y la proteína cinasa C (PKC) 

(Ghiringhelli et al, 2012). Los cuatro receptores de Ado se han asociado con 
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la activación de la proteína cinasa activada por mitógenos (MAPK) y las vías de 

la proteína cinasa C (PKC) (Fig. 9) (Allard et al, 2012). A bajas 

concentraciones de adenosina, A1, A2A y A3 están involucrados en la 

señalización, mientras que a concentraciones altas, como los observados en el 

microambiente tumoral, el receptor A2B está implicado en la señalización. 

Debido a que los receptores de adenosina se expresan en diversos tipos 

celulares, por lo que la adenosina puede influir en células del sistema inmune, 

células endoteliales, e incluso células tumorales (Ghiringhelli et al, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 9. Vías de segundos mensajeros acopladas a los subtipos de receptores 
de Ado. La adenosina extracelular se puede unir a cuatro diferentes receptores 
acoplados a proteínas G, estructuras que estimulan (A2AR y A2BR) o inhiben (A1R y 
A3R) la actividad de la adenilato ciclasa. La estimulación de A1R y A3R puede 
también activar la fosfolipasa C (PLC) con el lanzamiento consecutivo de Ca2+ desde 
depósitos intracelulares. Además, todos los receptores de adenosina se acoplan a las 
vías de proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK), incluyendo señales de 
vías extracelulares reguladas por cinasa (ERK) 1/2 y p38 MAPK). Tomado de Hoskin 
et al, 2008. 
 

Tomando en cuenta las diferentes afinidades entre la adenosina y los  ARs, y el 

hecho de que éstos se expresan diferencialmente en función del tipo de célula, 

la adenosina tiene la capacidad de actuar de forma variable en las células 

inmunes. La adenosina tiene un gran impacto directamente en subtipos de 

células T. La señalización a través del TCR (receptor de células T) provoca un 

rápido aumento en los niveles de mRNA del receptor A2A, que se correlaciona 
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con un aumento significativo en la acumulación de cAMP en estas células. In 

vitro, el reconocimiento de antígenos en el contexto de la activación del 

receptor A2A por agonistas específicos induce anergia de células T, incluso en 

la presencia de la coestimulación como la activación de CD28. Células T 

estimuladas inicialmente en presencia de un agonista del receptor A2A también 

fallan para proliferar y para producir IL-2 e IFN- después de la reestimulación. 

El acoplamiento de un receptor A2A in vivo inhibe la expresión de IL-6, 

mientras que mejora la producción de TGF-β. TGF-β en la ausencia de IL-6 

promueve la diferenciación de células T vírgenes en células T reguladoras. Por 

consiguiente, el tratamiento de ratones con agonistas de adenosina no sólo 

inhibe la generación de células Th1 efectoras sino que también promueve la 

generación de células T reguladoras. La exposición a la Ado durante la 

activación de células T promueve anergia de células T y la inducción de células 

T reguladoras, que conducen a la supresión de la respuesta inmune antitumoral 

(Ghiringhelli et al, 2012). 

La Ado también puede afectar el crecimiento de las células cancerosas a través 

de la unión directa con los ARs  específicos expresados en la superficie celular 

de las células tumorales, ya que también se ha reportado que la Ado también 

podría inducir la muerte de células cancerosas o inhibir su proliferación celular 

(Gessi et al, 2004). AR1 está involucrado principalmente en la proliferación 

celular tumoral e induce la activación del ciclo celular, ya que podría inhibir p27, 

una molécula que promueve la senescencia y la proliferación. A3R se 

sobreexpresa en muchos tipos de cáncer en comparación con células 

normales. El principal efecto de la activación del receptor A3R es promover la 

angiogénesis. La adenosina, al activar A3R, aumenta (HIF-1α) en respuesta a 

la hipoxia en el melanoma humano, glioblastoma y las células de cáncer de 

colon. La Ado también media la producción de VEGF y angiopoyetina por las 

células tumorales de una manera dependiente de A3R. Algunos trabajos 

también han demostrado que en leucemia linfocítica crónica humana (CLL), 

mieloma y las células de melanoma expresan AR2A. La activación de estos 

receptores podría modular la respuesta a la quimioterapia. El receptor A2A 

también aumenta la producción de eritropoyetina (EPO) en células de 

carcinoma hepatocelular (Hep3B).  
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6. JUSTIFICACIÓN 

Las células estromales mesenquimales (CEMs) en el microambiente tumoral 

(TME) participan junto con las células tumorales para suprimir a las células 

efectoras antitumorales a través de la producción de factores 

inmunosupresores tales como TGF-β1 e IL-10. En el caso particular de los 

tumores de cáncer cervical (CaCu), la infección persistente causada por el virus 

del papiloma humano de alto riesgo (HPV-AR) juega un papel importante en la 

carcinogénesis cervical y está fuertemente asociada con la producción de estas 

citocinas inmunosupresoras, cuya expresión se correlaciona directamente con 

el grado de progresión del CaCu y la supresión de la respuesta inmune 

antitumoral (Torres-Poveda et al, 2014). Estas citocinas han sido detectadas 

en suero y tejidos de pacientes con infección por HPV-AR, lesiones 

intraepiteliales escamosas (SIL) de bajo y alto grado y CaCu; además, sus 

niveles correlacionan directamente con el grado de progresión de la lesión 

(Bermudez-Morales et al, 2008; Wrzesinski et al, 2007) e inhibición de la  

respuesta inmune en pacientes con SIL (Lin et al, 2012). Además, el TGF-β1 e 

IL-10 pueden inducir la expresión de CD73 en varios tipos de células; esta 

actividad funcional está asociada con la producción de adenosina (Ado), que es 

un nucleósido inmunosupresor. Nosotros recientemente reportamos que las 

CEMs de CaCu inducen la expresión y secreción de IL-10 a través TGF-β en 

células tumorales de CaCu (García-Rocha et al, 2015). Con base en estos 

resultados, resulta de gran relevancia analizar la capacidad de CEMs para 

inducir la expresión de CD73 en células tumorales de CaCu y dilucidar los 

mecanismos por los cuales las CEMs favorecen la supresión de la respuesta 

inmune en el CaCu, lo que ayudará a proponer estrategias inmunoterapéuticas 

contra este tipo tumoral. 
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7. OBJETIVOS 

Objetivo General 

Analizar la participación de CEMs-CaCu sobre la expresión de la ectoenzima 

CD73 en células tumorales de cáncer cervical (C33A, HeLa y CaSki) y su 

actividad inmunosupresora a través de la vía CD73/adenosina. 

Objetivos Particulares 

1.- Analizar la participación de CEMs sobre la expresión de CD73 y la 

generación de adenosina en células tumorales de CaCu. 

2.- Analizar la participación de TGF- β e IL-10 en co-cultivos de CEMs y células 

tumorales de CaCu sobre la expresión de CD73 y la generación de adenosina 

en células tumorales de CaCu.   

3.-Determinar in vitro la capacidad inmunosupresora de células tumorales de 

CaCu a través de la vía CD73/adenosina.  

8 HIPÓTESIS  

Se espera que células tumorales de CaCu cultivadas con CEMs-CaCu sean 

inducidas a incrementar  la expresión de CD73 y la generación de adenosina 

mediante la producción de TGF- e IL-10, y tengan un efecto inmunosupresor 

sobre la función efectora de linfocitos T citotóxicos. 

 

 

 

 

 

 

 



31  

9. METODOLOGÍA 

Cultivos celulares  

Las siguientes líneas celulares humanas de CaCu fueron utilizadas en este 

estudio: C33A (HPV-), CaSki (HPV16+) y HeLa (HPV18+), además de HaCaT 

(queratinocitos humanos) obtenidas desde la American Type Culture Collection 

(ATCC).  Para obtener las CEMs muestras de cervix normal (CN) fueron 

obtenidas de 3 personas a las cuales se les realizó histerectomía no 

relacionada con cáncer. Las muestras de CaCu fueron obtenidas de biopsias 

de 3 pacientes en etapa IIIB. El Comité de Ética local aprobó estos 

procedimientos. Las muestras de CaCu destinadas para cultivo de tejidos 

fueron colectadas de biopsias que fueron enviadas al departamento de 

patología para el diagnóstico de rutina. Células estromales mesenquimales 

(CEMs) derivadas de CN y CaCu fueron obtenidas por digestión enzimática y 

caracterizadas como previamente se ha descrito (Montesinos et al, 2013). 

Con fines de comparación se utilizaron fibroblastos humanos (HS-5) derivados 

de estroma de médula ósea. Las líneas celulares de CaCu, HaCaT y HS-5 

fueron mantenidas en medio RPMI-1640 (Gibco Laboratories, Grand Island, 

NY, USA) y las MSCs en DMEM bajo en glucosa(Lg-DMEM, GibcCA, USA)  

suplementado con 15% de suero fetal bovino (SFB; Gibco, CA, USA), penicilina 

(100 IU/mL), 100 μg/ml estreptomicina (Gibco, CA, USA) y 5 mM de L-

glutamina (Gibco, CA, USA) a 37°C bajo 5% de CO2. 

Co-cultivos de células de CaCu y MSCs-CaCu 

Los co-cultivos de células de CaCu y MSCs (CaCu/MSCs) se realizaron en 

presencia de 50% de medio RPMI-1640 y 50% de DMEM bajo en glucosa 

suplementado con 15% de suero fetal bovino. Los cocultivos se realizaron 

durante 96 horas en cámaras transwell (Millicell Chamber, Millipore 

Corporation, Billerica, MA, USA) a las proporciones de  1:1, 1:2.5 y 1:5  de 

células CaCu:MSCs. 

Expresión de CD73 sobre células de CaCu 

La expresión de la ectonucleotidasa de CD73 en membranas celulares se 

detectó mediante el uso de anticuerpos monoclonales anti-CD73-PE (mAbs) 
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(BD Biosciences, San Diego, CA, USA) de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante. El análisis se realizó con base en la adquisición de 25,000 eventos 

en un citómetro de flujo CyAN (Beckman Coulter, Fullerton CA, USA). 

Extracción de RNA 

El análisis de la expresión de las moléculas CD73 en las células CaSki co-

cultivadas con las diferentes CEMS, se llevó a cabo mediante RT-PCR en 

tiempo real; por tal motivo, después de llevar a cabo los co-cultivos celulares, 

las células tumorales fueron lavadas con PBS y posteriormente se adicionó 1 

ml de trizol (Invitrogen, CA, USA.), después de homogenizar perfectamente el 

lisado celular, éste se colocó en un tubo para microcentrifuga de 2 ml 

(Eppendorf, NY, USA) y se guardó a -70 °C hasta ser procesado. Para realizar 

la extracción de RNA, primero se incubó el homogeneizado de células con el 

trizol por 5 minutos a temperatura de 15-30 °C, después se agregaron 200 μl 

de cloroformo (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) e inmediatamente se agitó 

vigorosamente por 15 segundos y se incubó de 2 a 3 minutos a temperatura 

ambiente. A continuación se centrifugó a 840 g durante 15 minutos a 2-8 °C, 

terminado el centrifugado se colectó en un tubo nuevo la fase acuosa que 

contiene el RNA y posteriormente se adicionaron 500 μl de isopropanol (Sigma-

Aldrich,CA,USA) para precipitar el RNA, después de incubar durante 10 min a 

temperatura ambiente, se centrifugó por 10 minutos a 2000rpm. Después de 

desechar el sobrenadante, se agregó 1 ml de etanol al 75% (Sigma-

Aldrich,CA,USA), se agitó y se centrifugó por 5 min a temperatura de 2-8 °C. 

Por último, después de eliminar el sobrenadante, el RNA precipitado se dejó 

secar a temperatura ambiente de 5-10 min sin permitir que el RNA se secara 

completamente, y se disolvió en 15 μl de agua DEPC (Invitrogen,CA,USA). 

RT-PCR 

Para la reacción de la retrotranscripción (RT) se utilizaron 500 ng de RNA por 

cada 20 μl de reacción, para ello se utilizó el kit High Capacity RNA-to-cDNA 

(Applied Biosystems, CA, USA). La reacción se preparó en un microtubo para 

PCR, al cual se adicionaron 10 μl de 2X RT buffer, 1 μl de 20X RT Enzyme Mix, 

7 μl de agua libre de nucleasas y por último se adicionaron 2 μl de la muestra 

problema, todo el procedimiento se mantuvo a una temperatura de 4°C. Una 
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vez hecha la mezcla se centrifugó el tubo para eliminar burbujas. Las 

condiciones de amplificación para esta reacción fueron: primero a 37°C durante 

60 minutos, después 95°C durante 5 minutos y por último se enfrió la reacción 

a 4°C y se almacenó hasta su uso. 

PCR en tiempo real 

Los productos obtenidos de la reacción de RT-PCR de células se analizaron 

para la expresión del gen CD73 por PCR en tiempo real. Para ello se utilizó el 

gen de H6PD como control interno en todos los ensayos. Todas las reacciones 

de PCR se llevaron a cabo en un equipo Light Cycler 480 Real-Time PCR 

System (Roche Diagnostic, Manheim, Germany). Los cebadores específicos 

para CD73 y G6PDH fueron los siguientes: CD73 (sentido: 5ACTACT 

ACGCCAAGGAGGTCAC03,antisentido:50TGCTTGAACTTGTCATAGATTTCG

03) y G6PDH (sentido: 50GCTACGCTCGGATCTTGTTC03, antisentido: 

50CCCAGTGCTTTTCGCTCT03). El termociclado de cada reacción se elaboró 

en un volumen final de 10 μl siguiendo el protocolo de LightCycler 480 Probe 

Master (Roche Diagnostic,CA,USA) la reacción se hizo en una placa de 96 

pozos con 5 μl de Probe Master, 0.4 μl Hydrolysis Probe, 0.2 μl de cada uno de 

los iniciadores a una concentración de 10 pmol, 1.9 μl de agua grado PCR y al 

final se agregaron 2.5 μl de cDNA diluido 1:500 minutos; los ciclos consistieron 

en desnaturalización a 95°C por 10 segundos, alineamiento por 10 segundos  y 

elongación 72°C por 1 segundo, con un total de 35 ciclos, al final de los ciclos 

se adicionó un ciclo de enfriamiento a 4°C por 30 segundos. El ciclo umbral, 

Threshold cycle CT o Cp, es el primer ciclo al cual se detecta un incremento 

significativo de la fluorescencia por encima del nivel basal y se utilizó como 

base para calcular la expresión relativa de cada molécula mediante la siguiente 

formula: 

Expresión relativa= Anti In-(+DCTT) 

DCTT=(+DCT problema)-(+DCT basal) 

DCT basal=Cp basal (gen en estudio)-Cp basal (gen constitutivo) 
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Actividad hidrolítica de CD73 

Las células CaSki se cocultivaron con MSCs empleando cámaras transwell 

(Millicell Chamber, Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) o en presencia de 

TGF-β o IL-10 en las condiciones anteriormente mencionadas durante 96 

horas. Al final de este tiempo, las células se separaron y lavaron. Las muestras 

se cultivaron en presencia de AMP (5 mM) en 100 μl de RPMI con bajo 

contenido en glucosa suplementado con 10% de FBS para determinar la 

actividad enzimática de la ectonucleotidasa CD73. El FBS se dializó 

previamente con una membrana (corte de peso molecular de 12 kDa). Para 

inhibir la actividad enzimática de CD73, las células CaSki se incubaron en 

presencia de 5 mM del inhibidor específico, adenosina 5'-α,β-metileno difosfato 

(APCP, Sigma-Aldrich, CA,USA). Después de 30 minutos de incubación con el 

inhibidor, se añadió AMP a una concentración final de 5 mM. Los volúmenes 

totales de cultivo fueron de 100 μl. Se recogieron muestras de sobrenadante 

después de 300 min, y se analizó la presencia de Ado por cromatografía en 

capa fina (TLC) y cromatografía líquida de ultra-resolución (UPLC) (UPLC 

Aquity, Waters, Milford MA, USA).  

Cromatografía en capa fina (TLC) 

Para analizar las muestras mediante TLC, se cargó 1 μl de cada sobrenadante 

en placas fluorescentes recubiertas previamente con gel (Whatman, GE 

Healthcare, Freiburg, Alemania). Las muestras se eluyeron durante 1 h usando 

una fase móvil, una mezcla compuesta de isobutanol: alcohol isoamílico: 

etoxietanol: agua amonio en una relación 9: 6: 18: 9: 15 (Stagg et al, 2010; 

Grunewald and Ridley, 2010). AMP, Ado e inosina (Sigma-Aldrich,CA,USA) a 

5 mM se usaron como estandares. Finalmente, los compuestos se visualizaron 

y fotografiaron bajo un transiluminador UV (UVP Biodo-H System, Upland, CA, 

USA). 

Cromatografía líquida de ultra-resolución (UPLC) 

Para determinar la cantidad de adenosina generada en los cultivos de células 

CaSki se utilizó un equipo de UPLC aquity (Waters, USA) y el análisis se 

realizó empleando el software Empower 3 (Waters, USA). Previo a la lectura de 
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las muestras, se prepararon estándares de adenosina a una concentración de 

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

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

para establecer los límites de detección. Se realizó una curva estándar de 8 

puntos empleando adenosina pura. Por otro lado los sobrenadantes de las 

células de CaCu cultivadas con los diferentes sustratos fueron adicionados a 

tubos con 200 μl de fase movil, se agitaron en vortex durante 1 minuto y se 

centrifugaron 3 minutos a 12000 rpm para extraer las proteínas y estabilizar la 

adenosina; posteriormente las muestras fueron introducidas al equipo para su 

determinación. Las condiciones de corrida de cada muestra fueron las 

siguientes: velocidad de flujo 1.0mL/min; detector UV 254-260 nm; tiempo de 

retención 1.787 minutos; T ambiente; columna de fase reversa LiChrosferRP de 

18e 5 um, 100 RP-18 (tamaño 125mm x 4mm, 5mm de tamaño de partícula). 

La adenosina se cuantificó comparando el tiempo de retención de la muestra 

con el de la adenosina pura empleada como control. 

Citocinas  y  anticuerpos  anti-TGF-β e IL10 

TGF-β1 e IL-10 recombinante  humano (rh) (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA) 

fueron utilizados para evaluar su participación en la expresión de moléculas 

CD73 en las células tumorales de  CaCu. Después de 96 horas de cultivo, la 

expresión de CD73 sobre las células fue determinado por citometría de flujo. 

Para  neutralizar la  actividad  biológica de TGF-β1 e IL-10 en los diferentes 

cultivos se utilizó el anticuerpo neutralizante conejo anti-humano TGF-β1, -β2  y 

-β3 (anti-TGF-β,  R&D  Systems,  Inc,  Minneapolis,  MN,  USA), o el anticuerpo 

neutralizante conejo anti-humano IL-10 (PeproTech,CA,USA)  los cuales fueron 

añadidos de acuerdo a las recomendaciones proporcionadas por los 

distribuidores. 

ELISA 

Para determinar la concentración de TGF-β1 en sobrenadantes de los co-

cultivos entre las células tumorales CaSki, HeLa, C33A y HaCaT y las 

diferentes CEMS, se utilizó Kit para ensayo de ELISA (R&D,CA,USA) para  

TGF-β1 y  (PeproTech Rocky Hill, NJ, USA) para IL-10 de acuerdo con el 

procedimiento establecido por cada proveedor. Brevemente, se fijó el 
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anticuerpo de captura en una placa de 96 pozos de fondo plano (Corning, NY, 

USA) durante toda la noche a temperatura ambiente. Al día siguiente se lavó la 

placa 3 veces con 300 µl de buffer de lavado compuesto de 0.05% de Tween 

20 (Sigma-Aldrich,CA,USA) en PBS. Posteriormente se bloqueó con 300 µl de 

una solución de bloqueo compuesto de 1% de albumina sérica bovina (BSA, 

Sigma-Aldrich,CA,USA), y se incubó por 1 h, se lavó la placa y se adicionó el 

anticuerpo estándar y los sobrenadantes de los co-cultivos, incubando por 2 h. 

Al término de este tiempo nuevamente se lavó la placa, se adicionó el 

anticuerpo de detección y se incubó por 2 h. Después de lavar la placa, se 

adicionó Avidina-HRP conjugada y se incubó durante 30 min. La placa fue 

lavada 3 veces y se adicionó el sustrato. Para la determinación de TGF-β1 e IL-

10 se incubó la placa por  30 min, y al término de este tiempo se leyó en un 

lector para placas EPOCH (BioTek Instruments, Inc. Winooski, USA) a 450 nm 

para TGF-β1 y 405 nm con corrección de 605 nm para IL-10 

Extracción de células mononucleares de sangre periférica (CMNSP) 

Para evaluar el efecto inmunosupresor de las células tumorales de CaCu sobre 

la proliferación de linfocitos T a través de la vía adenosinérgica se requirió de 

sangre periférica de donadores normales. Para ello, se tomaron 15-20 mL de 

sangre periférica mediante punción en la vena de un brazo empleando tubos 

vacutainer de 6 mL conanticoagulante ACD (acido cítrico, citrato de sodio y 

dextrosa) (Becton Dickinson, CA, USA). En condiciones de esterilidad la 

muestra de sangre fue procesada y centrifugada a 2000 (rpm) durante 10 min 

para separar el plasma sanguíneo (fase superior) del paquete celular (fase 

inferior). Con ayuda de una pipeta serológica fue retirado el plasma y colocado 

en otro tubo para eliminar las proteínas de complemento mediante inactivación 

a temperatura de 56°C durante 30 min. La fase inferior conteniendo el paquete 

celular, fue resuspendido con solución buffer salina de fosfatos (PBS). Después 

de dos lavados, el paquete celular se llevó a un volumen 1:1. La mezcla de 

sangre y PBS fue depositada sobre 10 mL de Ficoll (Histopaque, Sigma-

Aldrich, USA) y centrifugada durante 30 min a 1000 rpm. A continuación, las 

células mononucleares de sangre periférica (CMNSP), colectadas en la 

interfase fueron resuspendidas con medio IMDM-12440 (Life Technologies, 

USA) suplementado con 2mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato de sodio, 50 
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μM de β-Mercaptoetanol y 100 μM de una mezcla de aminoácidos no 

esenciales (Gibco BRL, USA), además de antibióticos (penicilina 100U/mL y 

estreptomicina 100 µg/mL). 

Ensayo de proliferación de células T por marcaje con carboxifluoresceína 

succinimidil ester (CFSE) 

Para evaluar el efecto inhibitorio de la Ado, generada por las  células de CaCu, 

sobre la proliferación de células T, 1x 105 células CMNSP marcadas 

previamente con 2 μM de carboxifluoresceína succinimidil éster (CFSE) 

(Sigma, CA, USA) en PBS durante 15 min a temperatura ambiente, fueron 

cultivadas en presencia de perlas recubiertas con anticuerpos anti-CD2 / CD3 / 

CD28(Miltenyi BioteGmbH, Bergisch Gladbach, Alemania) en proporción 2:1 

(CMNSP:perlas) (control negativo), y en presencia de 20l de sobrenadante de 

células CaSki que habían sido incubadas  en presencia de 5mM de AMP 

durante 5 hr, o de células CaSki previamente cultivadas con CEMs-CaCu, 

CEMs-CN  y fibroblastos H5-S  en proporción 1:5 durante 96 hr y 

posteriormente incubadas durante 5 hr  en presencia de 5 mM de AMP. 

CMNSP cultivadas en presencia de 500 µM de Ado fueron incluidas como 

control positivo de inhibición. También se incluyó un cultivo de CMNSP en 

presencia de 5 mM de AMP para descartar que la Ado generada por las 

CMNSP tuviera per se  un efecto inhibitorio. En algunos cultivos se adicionó 1 

μM ZM241385 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), antagonista competitivo y 

selectivo de A2AR y A2BR. Todos los cultivos de CMNSP se realizaron por 

triplicado y fueron llevados a un volumen total de 200L con medio IMDM más 

suero autólogo humano en una placa de 96 pozos de fondo U (Corning costar, 

USA) e incubadas a 37°C, 5% de CO2 por 96 hr. Al finalizar el tiempo de cultivo 

se analizaron los niveles de CFSE en las CMNSP através de un citómetro de 

flujo FACS ARIA II contando un mínimo de 25,000 eventos. El tiempo inicial 

(To) de marcaje con CFSE se determinó en el momento de la cosecha al 

marcar las células y determinar los niveles iniciales de la incorporación de 

CFSE. La respuesta de proliferación total (T1) de CMNSP se determinó sobre 

las células marcadas y cultivadas en ausencia de adenosina. 
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Análisis estadístico 

Todos los datos numéricos se presentan como el valor medio ± SEM de tres 

experimentos independientes. Las comparaciones se evaluaron mediante 

análisis estadístico multivariante utilizando GraphPad Prism versión 7 (software 

GraphPad Prism, USA). La diferencia se consideró estadísticamente 

significativa a P <0.05. 
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10. RESULTADOS 

El co-cultivo de células de CaCu con CEMs-CaCu o CEMs-CN  incrementa 

la expresión de CD73 y su capacidad para generar Ado 

En el microambiente tumoral las CEMs desempeñan un papel crucial en la 

promoción de la progresión tumoral, ya que proporcionan un entorno propicio 

para anclar células tumorales al estroma tumoral; además, pueden inducir 

cambios funcionales en células tumorales mediante la secreción de factores 

solubles o el intercambio de proteínas de membrana durante sus interacciones 

con células tumorales (Yang et al, 2015; Ridge et al, 2017).  

Para determinar si las CEMs-CaCu incrementan la expresión de CD73 en 

células de CaCu, células tumorales derivadas de las líneas C33A (HPV-), 

CaSki (HPV-16+) y HeLa (HPV-18+) fueron co-cultivadas en proporciones 1:1, 

1:2.5 y 1:5, con CEMs-CaCu. Para fines de comparación,  también se 

realizaron co-cultivos con CEMs-CN  en las mismas proporciones. Células 

HaCaT de queratinocitos humanos y fibroblastos humanos de la línea HS-5  

fueron incluidos como controles negativos. Después de realizar los co-cultivos 

en cámaras de transwell durante 96 hrs, se determinó la expresión de CD73 en 

la membrana de las células tumorales y queratinocitos mediante citometría de 

flujo.  

Se encontró que la expresión de CD73 en las células de CaCu incrementó de 

manera dependiente de la proporción de CEMs adicionadas en los  co-cultivos 

(Figs 10A-B). Después de cocultivarse en proporción 1:5 con HS-5, CEMs-CN 

y CEMs-CaCu, la expresión de CD73 en las células C33A, CaSki y HeLa en 

relación a la expresión basal en cada línea celular, la cual fue normalizada con 

un valor de 1,  fue: 1.12 ± 0.02, 1.48 ± 0.05 y 1.51 ± 0.12 en C33A;  1.82 ± 

0.33, 2.95 ± 0.10 y 2.87 ± 0.35 en CaSki; y 1.27 ± 0.06 1.28 ± 0.58 y 1.30 ± 

0.53 en HeLa, respectivamente. Mientras que el incremento de CD73 en 

HaCaT fue de  2.52 ± 0.28 , 3.65 ± 1.03 y 2.38 ± 0.79, respectivamente (Fig. 

10B). Por otra parte, la expresión relativa del ARNm de CD73 en las células 

tumorales co-cultivadas con  HS-5, CEMs-CN y CEMs-CaCu se asoció de 

manera importante con los niveles de CD73 detectados en la membrana celular 

de las mismas. En el caso particular de las células CaSki, se encontró un 
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incremento de 3.40 ± 0.38, 4.78 ± 1.69 y 4.87 ± 1.16 veces, respectivamente, 

en relación al nivel basal de expresión, que fue normalizado con un valor de 1, 

(Fig. 10C).  
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Figura 10.  Células de CaCu incrementan la expresión de CD73 en co-cultivo con 
CEMs. Células tumorales C33A, CaSki, HeLa y queratinocitos  HaCaT fueron co-
cultivadas con CEMs-CaCu (n = 3),  CEMs-CN (n = 3) o fibroblastos humanos HS-5 en 
proporciones 1: 1, 1: 2.5 y 1: 5 (células de CaCu: CEMs) utilizando cámaras de 
transwell. Después de 96 h, la expresión de CD73 en las células de CaCu se 
determinó mediante citometría de flujo (A, B) considerando 25,000 eventos, o por RT-
PCR en células CaSki (C) como se indica en los Materiales y Métodos. (A) Se muestra 
el valor de autofluorescencia (histogramas en negro), la expresión basal de CD73 
(histogramas en gris), y los niveles de expresión de CD73 en las células de CaCu y 
HaCaT después del cocultivo con diferentes proporciones de CEMs  (histogramas con 
diferentes guiones) (B, C).  Se muestran los niveles de expresión de ARNm de  CD73 
en las células CaSki cultivadas con diferentes proporciones de CEMs, en relación con 
el nivel basal de expresión (barras blancas), que se normalizó a 1. * indica una 
diferencia significativa (P <0.05) en comparación con el nivel basal de expresión de 
CD73 en las células de CaCu. ** indica diferencia significativa respecto a HS-5. Los 
datos son representativos de tres experimentos independientes, y se muestran los 
promedios ± SEM. 
 

Por otra parte, para analizar si el aumento en la expresión de CD73 en células 

de CaCu co-cultivadas con CEMs correspondió con una mayor capacidad para 

generar Ado, las células CaSki co-cultivadas previamente con diferentes 

proporciones de CEMs o HS-5 durante 96 hr, fueron cultivadas en presencia de 

5 mM de AMP y en presencia o ausencia de 5 mM de APCP (un inhibidor 

específico de CD73). Se tomaron alícuotas de los sobrenadantes al inicio y 

después de 5 h de cultivo, y la generación de Ado se detectó mediante TLC y 

se cuantificó mediante UPLC.  

La capacidad de las células de CaCu para generar Ado se relacionó 

directamente con el aumento en la expresión de CD73. Aparentemente, las 

células CaSki obtenidas del co-cultivo con CEMs-CaCu mostraron la mayor 

capacidad para generar Ado en relación con aquellas co-cultivadas con CEMs-

CN o HS5 (Fig. 11 A). La cantidad de Ado producida por las células CaSki se 
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determinó mediante UPLC empleando estándares de  ATP, ADP, AMP, Ado e 

Inosina, los cuales fueron eluídos de manera simultánea y analizadas mediante 

un detector de UV a 260 nm (Fig. 11B). La curva de calibración de Ado fue 

obtenida a partir de un análisis de regresión lineal de primer orden, partiendo 

de una concentración de 1 mg/mL y realizando diluciones seriadas 1:100. Los 

parámetros de regresión incluyeron la ordenada al origen de - 2.24, la 

pendiente de 3.27 y un coeficiente de correlación r2 de 0.999 para Ado (Fig.11 

C). El estándar se analizó por triplicado, el porcentaje de RSD (Desviación 

estándar de correlación) fue de 101.63 indicando una precisión satisfactoria en 

el análisis (Fig. 11D). 

La producción basal de Ado por las células CaSki cultivadas en presencia de 

AMP fue de 278.11 ± 46.43 µM. Las concentraciones de Ado producidas por 

las células CaSki cocultivadas en las proporciones 1:1, 1:2.5 y 1:5  con los 

fibroblastos HS-5, CEMs-CN y CEMs-CaCu por 96 hr fueron: 400.02 ± 60.67, 

550.08 ± 21.50 y 681.67 ± 80.23 µM; 494.185 ± 3.34. 548.055 ± 37.62 y 

729.500 ± 107.99 µM; y  515.150 ± 4.90, 681.790 ± 16.83 y 952.950 ± 26.1 µM, 

respectivamente. La adición de APCP, inhibidor específico de CD73, disminuyó 

en más del 95% la capacidad de las células CaSki para hidrolizar AMP en 

todos los casos (Fig. 11 E-F), apuntando a que la principal actividad hidrolítica 

de AMP en las células tumorales fue debida a CD73. Por otro lado, las células 

CaSki cultivadas en ausencia de AMP no produjeron niveles detectables de 

Ado. Estos resultados proporcionan una evidencia importante de la 

participación de CEMs-CaCu en la inducción de niveles aumentados de CD73 

en células tumorales de CaCu y en consecuencia, una mayor capacidad para 

generar Ado. 
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Figura 11. Actividad hidrolítica de CD73 en células CaSki cocultivadas con 
CEMs. Las células CaSki se co-cultivaron durante 96 h con CEMs-CaCu (n = 3) 
CEMs-CN (n =3) o HS-5 en proporciones 1:1, 1:2.5 y 1:5 utilizando cámaras transwell. 
Posteriormente, las células se separaron del co-cultivo, se lavaron y se cultivaron por 5 
h en presencia de AMP 5 mM y en presencia o ausencia de APCP, inhibidor específico 
de CD73. (A) La presencia de Ado (flechas negras) se detectó mediante TLC.  (B-C) 
para cuantificar el contenido de Ado generado por las células CaSki se emplearon 
estándares de  ATP, ADP, AMP, Ado e Inosina y una curva estándar de Ado sintético. 
Se muestran los picos (D) y cantidades (µM) (E-F) de Ado producida por las células 
CaSki co-cultivadas con diferentes proporciones de CEMs y fibroblastos, en presencia 
y ausencia de APCP. * indica una diferencia significativa (P <0.05) en comparación 
con la concentración de Ado generada por las células CaSki cultivadas en ausencia de 
CEMs. Los datos son representativos de 3 experimentos independientes, y se 
muestran los promedios ± SEM.  
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TGF-β1 incrementa la expresión de CD73 en células CaSki 

TGF-β1 e IL10 inducen la expresión de CD73 en diferentes tipos de células y 

aumenta su capacidad para generar Ado extracelular (Regateiro et al, 2011; 

Ryzhov et al, 2014; Kaku et al, 2014). Además, hemos demostrado que 

CEMs-CaCu son capaces de aumentar significativamente la expresión y 

secreción de TGF-β en células de CaCu (Garcia-Rocha et al, 2015). En un 

trabajo previo realizado por nuestro grupo de investigación, se analizó el efecto 

de rh-TGF-β1 en la proliferación de células Mv1Lu (sensibles a TGF-β1) y 

encontramos que a concentraciones superiores a 10 ng/ml estas células son 

inhibidas (García-Rocha et al, 2018). Para corroborar dicha actividad, 

utilizamos las líneas celulares de CaCu C33A, CaSki y HeLa en presencia de 

diferentes concentraciones de rh-TGF-β1 y rh-IL-10 (5-40 ng/ mL). Con fines de 

comparación también cultivamos células HaCaT. Después de 96 h de cultivo 

encontramos que células CaSki incrementaron significativamente (P<0.05) los 

niveles de expresión de CD73 de manera dosis dependiente de la 

concentración de TGF-β1, no obstante IL-10 incrementó la expresión de CD73 

de manera marginal en las células CaSki, HeLa y HaCaT (Fig. 12A-B). El 

aumento de los niveles de expresión de CD73 en CaSki cultivadas con TGF-β1 

con las concentraciones de  5, 10, 20 y 40 ng/mL fue de 1.19 ± 0.03, 1.32 ± 

0.05, 1.86 ± 0.18 y 2.06 ± 0.20 veces respectivamente; mientras que en 

presencia de IL-10 fue de 1.25 ± 0.01, 1.08 ± 0.09, 1.10 ± 0.08 y 1.09 ± 0.09 en 

relación con la expresión basal de CD73 en CaSki que se normalizó a un valor 

de 1. Resultados similares fueron observados al evaluar la expresión de ARNm 

de CD73 por RT-PCR. El aumento de los niveles de ARNm de CD73 en las 

células CaSki cultivadas con  5, 10, 20 y 40 ng/mL de TGF-β1, fue de 1.18 ± 

0.38, 1.92 ± 1.69, 3.12. ± 1.16 y 9.33, respectivamente,  en relación con el nivel 

de expresión basal en las células tumorales, el cual fue normalizado con un 

valor de 1. Por otro lado, no se observaron cambios en la expresión de ARNm 

de CD73 cuando las células fueron  cultivadas con las diferentes 

concentraciones de IL-10 (Fig. 12C). 
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Figura 12. TGF-β1 incrementó la expresión de CD73 en células CaSki de una 
manera dependiente de la dosis. Las células C33A, CaSki, HeLa y HaCaT se 
cultivaron durante 96 h en presencia de diferentes concentraciones (5, 10, 20 y 40 ng / 
ml) de rh-TGF-β1 y rh-IL-10. Después de 96 h, el nivel de expresión de CD73 en las 
células de CaCu  (25,000 eventos) se determinó mediante citometría de flujo (A, B) o 
RT-PCR en CaSki (C) como se indica en los Materiales y Métodos. A) Se muestran el 
valor de autofluorescencia (histogramas en negro) y el nivel basal de expresión de 
CD73 en las células de CaCu (histogramas en gris), al igual que los niveles de 
expresión de CD73 en células de CaCu después del cocultivo con diferentes 
concentraciones de rh-TGF-β1 y rh-IL-10  (histogramas con diferentes guiones). La 
expresión de CD73 como proteína (B) o como ARNm (C)  en células de CaCu 
cultivadas en presencia de rh-TGF-β1 y rh-IL-10, fue comparado con  la  expresión 
basal encontrada en las células tumorales, la cual fue normalizada con un valor de 1. * 
indica una diferencia significativa (P <0.05) en comparación con las células de CaCu 
cultivadas en ausencia de rh-TGF-β1 y rh-IL-10. Los datos son representativos de tres 
experimentos independientes y se muestran los promedios ± SEM. 

 

TGF-β1 e IL-10 promueven la capacidad de generar Ado en células 

tumorales de CaCu mediante el incremento en la expresión de CD73   

 

Para analizar si el incremento en la expresión de CD73 en las células 

tumorales de CaCu cultivadas con rh-TGF-β1 y rh-IL-10  correspondía con la 

actividad funcional de esta enzima, células CaSki fueron cultivadas durante 96 

h en presencia diferentes concentraciones (5-40 ng/mL) de estas citocinas y 

posteriormente fueron incubadas durante  5 h en presencia de 5 mM de AMP, y 

en presencia o ausencia de APCP. La cantidad de Ado generada por las 

células correspondió al aumento en CD73 inducido por TGF-β1 en los cultivos 

celulares (Fig. 13A). La concentración de adenosina en el sobrenadante de 

células CaSki cultivadas solo con medio de cultivo y posteriormente incubadas 

con AMP por 5 h fue de 90 ± 46.67 µM. Mientras que en los sobrenadantes de  



48  

las células cultivadas por 96 hr en presencia de 5, 10, 20 y 40 ng/mL de TGF-β 

e IL-10 fueron 190.215 ± 9.76, 318.34 ± 15.11, 512.87 ± 8.44 y 753.20 ± 32.77 

µM; y 200.34 ± 3.89, 450.67 ± 17.89, 540.76 ± 6.18 y 770.56 ± 23.78 µM, 

respectivamente. Es importante destacar que la adición de APCP inhibió 

completamente la capacidad de las células CaSki para generar Ado (Fig. 13B-

C). Estos resultados sugieren que TGF-β1 e IL-10 son dos citocinas que 

pueden promover la capacidad de las células tumorales de CaCu para generar 

Ado a través de la inducción de la expresión de CD73. 
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Figura 13. Actividad hidrolítica de CD73 en células CaSki cultivadas en presencia 
de TGF-β1 e IL-10. Las células CaSki fueron cultivadas  durante 96 h en presencia de 

diferentes concentraciones (5, 10, 20 y 40 ng / ml) de rh-TGF-β1 y rh-IL10. 

Posteriormente, las células se separaron del cocultivo, se lavaron y se cultivaron 

durante 5 h en presencia de 5 mM de AMP en la presencia o ausencia de APCP, 

inhibidor específico de CD73. La presencia de Ado se evidenció mediante TLC (A) y se 

cuantificó mediante UPLC (B-C) utilizando concentraciones estándar de Ado sintético. 

(A) Se muestran los productos de hidrólisis de AMP (marcados con flechas) y las 

concentraciones de Ado producidas por las células de CaSki en presencia o ausencia 

de APCP (B-C). Se usaron AMP, inosina (Ino) y Ado sintético (5 mM) como controles. * 

indica una diferencia significativa (P <0.05) en comparación con la concentración de 

ado generada por las células CaSki cultivadas en ausencia de rh-TGF-β1 y rh-IL-10. 

Los datos son representativos de tres experimentos independientes, y se muestran los 

promedios ± SEM.  

 
CEMs-CaCu inducen mayor producción de TGF-β1 e IL-10 en los co-
cultivos con células tumorales de CaCu en relación a CEMs-CN 
 

En estudios previos nuestro grupo de investigación reportó que el 

sobrenadante del co-cultivo de CEMs-CaCu con células tumorales de CaCu 

contiene grandes cantidades de IL-10 (Montesinos et al, 2013); y que TGF-β1 

induce la producción de IL-10 en las células tumorales de CaCu (García-

Rocha et al, 2015). Para analizar la participación de las CEMs en  la 

producción de TGF- β1 e IL-10 en los co-cultivos con células C33A, CaSki, 

HeLa y HaCat, diferentes proporciones de CEMs:células tumorales (1:1, 2.5:1 y 

5:1) fueron co-cultivadas en cámaras transwell por 96 hr y posteriormente se 

determinó la concentración de estos factores en los  sobrenadantes. Se 
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encontró que el contenido de TGF-β1 e IL-10 en los sobrenadantes de los co-

cultivos de CEMs con las diferentes líneas celulares incrementó de manera 

significativa (P<0.05) en relación al contenido de estos factores en los 

sobrenadantes de las células tumorales cultivadas de manera independiente 

(Fig. 14A). El contenido de TGF-β en el sobrenadante de las células C33A, 

HeLa, CaSki y HaCaT fue de 228.679 ± 25.88,  245.659 ± 23.68,  243.476 ± 

34.87 y 273.299 ± 10.88; mientras que en los sobrenadantes de los co-cultivos  

con HS-5, CEMs-CaCu o CEMs-CN, en proporción 1:5 (células 

tumorales:CEMs), fueron de: 776.803 ± 636.24,  519.29 ± 49.45 y;  842.27 ± 

144.49 pg/mL, 738.64 ± 59.13 660.355 ± 48.29,    596.171 ± 28.81; 828.803 ± 

69.57, 582.621 ± 39.16; 876.803 ± 439.44,  529.89 ± 39.16 y;  1042.09 ± 

144.49 pg/mL, 666.34 ± 59.13, respectivamente. Por otro lado,  los contenidos 

de IL-10 en los sobrenadantes de las células C33A, HeLa, CaSki y HaCaT 

fueron:  218.56 ± 21.31,  236.679 ± 43.78,  233.257 ± 39.07, 213.6549 ± 60.38 

pg/mL, respectivamente, y el de los sobrenadantes de los co-cultivos con HS-5, 

CEMs-CaCu o CEMs-CN, en proporción 1:5 (células tumorales:CEMs),  fueron 

de: 1936.83 ± 45.57, 1252.81 ± 56.13;  1974.76 ± 72.57, 1138.76 ± 69.13  

2520.767 ± 40.13, 1256.45 ± 18.73; 4102.81 ± 38.5, 2996.75 ± 20.18; 2286.83 

± 72.57, 1452.66 ± 49.13;  2054.83 ± 72.57, 1228.66 ± 49.13  pg/mL 

respectivamente (Fig. 14A).  

Es importante mencionar que las CEMs-CaCu produjeron, per se, mayores 

concentraciones de TGF-β o IL-10,  en relación a CEMs-CN o HS-5. Las 

concentraciones de TGF-B detectadas en cultivos de 50,000, 125,000 y 

250,000 CEMs-CaCu, CEMs-CN y H5-S fueron de 218.56 ± 91.83, 416.549 ± 

26.88, 633.648 ± 28.91 respectivamente, mientras que para IL-10 fueron de 

1209.56 ± 81.92, 1346.179 ± 26.88,1573.657 ± 98.31n en la misma cantidad de 

células (Fig. 14B). Estos resultados sugieren que la presencia de CEMs en el 

microambiente tumoral podría condicionar a las células tumorales a producir 

niveles más altos de TGF-β1e IL-10. 
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Figura 14. Producción  de TGF-β1 e IL-10 en cocultivos de líneas celulares de  
CaCu y CEMs. A) Un total de 5 × 104 células C33A,CaSki, HeLa y HaCaT se 
sembraron en los pozos inferiores de las cámaras de transwell y se co-cultivaron con 
CEMS-CaCu (n = 3) ,CEMS-CN (n = 3) o HS-5 en las proporciones 1:1, 1: 2.5 y 1 : 5. 
Después de 96 h del cocultivo, se determinó mediante ELISA el contenido de TGF-β1e 
IL-10 en los sobrenadantes de los co-cultivos. B) de sobrenandantes de cultivos de 
diferentes cantidades de CEMS o HS-5. Los datos son representativos de tres 
experimentos independientes, y se muestran los promedios ± SEM. * indica una 
diferencia significativa (p <0.05), ** indica diferencia significativa respecto a HS-5.  
 
 

La adición de  anticuerpos neutralizantes anti-TGF-β y anti-IL-10 revirtió 

parcialmente la expresión de CD73 inducida en células tumorales de 

CaCu  en co-cultivo con CEMs 

En este trabajo observamos que las CEMs inducen incremento en la expresión 

de CD73 en las células tumorales de CaCu, y que TGF-β y IL-10 se encuentran 

presentes en altas concentraciones en los sobrenadantes de dichos co-cultivos. 

Con la finlidad de  analizar si estas citocinas participan en la inducción de CD73 

en las células tumorales de CaCu co-cultivdas con CEMs, células CaSki se co-

cultivaron en una proporción de 1: 5 con CEMs-CaCu, CEMs-CN y fibroblastos 

HS-5 en presencia o ausencia de anticuerpos neutralizantes anti-TGF-β (α-

TGF-β) y/o anti-IL-10 (α-IL-10). De manera interesante, la adición de los 

anticuerpos neutralizantes -TGF-β, -IL-10 o ambos a los co-cultivos,  revirtió 

la expresión de CD73 en más del 40% en las células tumorales (Fig. 15). Estos 

resultados sugieren que estas citocinas producidas en los co-cultivos de CEMs 

con células tumorales, participan, al menos en parte, en la inducción de CD73, 

además de  otros factores producidos en estos co-cultivos.   
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Figura 15. La  adición de anti-TGF-β y anti-IL-10 revirtió la expresión de CD73 en 
las células tumorales de CaCu co-cultivadas con CEMs. 5 x 104 células CaSki 
fueron co-cultivadas con CEMs-CaCu (n = 3) CEMs-CN (n = 3) o HS-5 en 
proporciones de 1: 5 utilizando cámaras Transwell y en presencia o ausencia de 2 

µg/ml de anticuerpos neutralizantes anti-TGF-β (α-TGF-β) o anti-IL-10 (α-IL-10). 
Después de 96 h, se analizó la expresión de CD73 por citometría de flujo. A). Se 

muestra el  valor de intensidad media de fluorescencia (IMF) de la expresión basal de 
CD73 en las células CaSki, el cual fue normalizado a 1 y la expresión de CD73 en las 
células CaSki co-cultivadas con las CEMs y fibroblastos H5-S en presencia y ausencia 

de α-TGF-β o α-IL-10 o ambos anticuerpos. * indica  disminución significativa de la 

expresión de CD73 (P<0.05) respecto a los cocultivos en ausencia de anticuerpos 
neutralizantes. Datos representativos de 3 experimentos diferentes.  
 
CEMs incrementaron la capacidad de células tumorales de CaCu para 
inhibir la proliferación de células T a través de la generación de Ado 

Se sabe que adenosina es capaz de inhibir la activación y las funciones 

efectoras citotóxicas de las células asesinas naturales (NK) y CD8 (Bruzzese 
et al, 2012). Para evaluar la capacidad de las células CaSki co-cultivadas con 

CEMs para inhibir la proliferación de células T a través de la generación de 

adenosina, 1x 105 células CMNSP  marcadas con CFSE, fueron cultivadas en 

presencia de perlas recubiertas con anticuerpos anti-CD2 / CD3 / CD28 para 

estimular a las células T (control negativo), y en presencia de 20l de 

sobrenadante de células CaSki incubadas ya sea en presencia de 5mM de 

AMP durante 5 hr, o de células CaSki previamente cultivadas con CEMs-CaCu, 

CEMs-CN y fibroblastos H5-S en proporción 1:5 durante 96hrs y 
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posteriormente incubadas durante 5hrs  en presencia de 5mM de AMP. 

Asimismo las CMNSP fueron cultivadas en presencia de 500uM de Ado como 

control positivo de inhibición. También se incluyó un cultivo de CMNSP en 

presencia de 5mM de AMP para descartar que la Ado generada por las 

CMNSP tuviera, per se,  un efecto inhibitorio. Tomando en cuenta que la 

inhbición de Ado sobre las células T es mediada principalmente a través de 

A2AR (Svtovsky et al, 2008) en algunos cultivos se adicionó 1 μM ZM241385, 

antagonista competitivo y selectivo de A2AR y A2BR. Las concentraciones de 

Ado en cultivos de células T CD8 + en presencia de sobrenadantes de CasKi 

cultivadas con AMP eran aproximadamente de 69.5, mientras que los 

sobrenadantes de CaSki precultivadas con HS-5, MSCs-CN y MSCs-CaCu 

eran de 170, 182 y 192 respectivamente  

El sobrenadante de células CaSki incubadas en presencia de AMP inhibieron la 

proliferación de células T en más del 20% en relación al control negativo, 

mientras que aquellos obtenidos de células CaSki previamente co-cultivadas 

con HS-5, CEMS-CN y CEMS-CaCu y posteriormente incubadas con AMP, 

inhibieron la proliferación de las  células T en  71, 75, y 78 %, respectivamente, 

de manera comparable  al  control positivo de inhibición (500M de Ado), el 

cual inhibió cerca del 70% la proliferación de las células (Fig. 16). Es 

importante mencionar que, la adición de ZM241385 (1 μM) a cultivos de células 

T con los sobrenadantes de las células CaSki previamente co-cultivadas con 

las CEMs y fibroblastos H5-S, bloqueó parcialmente la inhibición de la 

proliferación de estas células, lo cual sugiere que otros factores contenidos en 

dichos sobrenadantes, presenten un efecto inhibitorio independiente de Ado.  
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Figura 16. Ado producida por las Células de CaCu cultivadas con CEMs y 
fibroblastos H5-S inhibe fuertemente la proliferación de células T.  1x 105 células 
CMNSP  marcadas con CFSE,  fueron cultivadas en presencia de perlas recubiertas 
con anticuerpos anti-CD2 / CD3 / CD28 (proporción 2:1) (control negativo de inhibición,  
barra gris),  ya 
sea  en presencia de 5mM de AMP durante 5 h, o de células CaSki previamente 
cultivadas con CEMs-CaCu, CEMs-CN  y fibroblastos H5-S  en proporción 1:5 durante 
96 h y posteriormente incubadas durante 5h en presencia de 5mM de AMP. Asimismo 
las CMNSP fueron cultivadas en presencia de 500uM de Ado como control positivo de 
inhibición (barra negra). En algunos cultivos se adicionó 1 μM ZM241385, antagonista 
competitivo y selectivo de A2AR y A2BR para bloquear el efecto inhibitorio de Ado. 
Después de 96 h de cultivo, se evaluó la proliferación de células T mediante citometría 
de flujo. Los datos representan 3  experimentos independientes. Se muestran las 
medias ± SEM.* indican diferencias significativas P<0.05. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56  

11. DISCUSIÓN 

 

Las CEMs son un componente importante del TME y desempeñan un papel 

clave en la promoción de la progresión tumoral a través de la diferenciación en 

fibroblastos asociados con carcinoma, pericitos y pre-fibroblastos asociados a 

tumores, al proporcionar a las células tumorales una ventaja de supervivencia 

promoviendo su proliferación  (Spaeth et al, 2009; Bergfeld et al, 2010) o 

creación de un microambiente inmunosupresor (Norozi et al, 2016). También 

proporcionan soporte y un marco para anclar células tumorales en forma de 

estroma tumoral (Ridge et al, 2017). Sin embargo, los mecanismos precisos 

por los cuales las CEMs ejercen sus funciones supresoras no se han aclarado 

completamente. En este contexto, varios estudios han demostrado que las 

CEMs ejercen actividad paracrina en las células vecinas al secretar varios 

factores bioactivos que pueden cambiar radicalmente sus funciones celulares, 

incluida la supervivencia, la apoptosis, la maduración y la diferenciación 

(Lazennec et al, 2016; Ye et al, 2012). Por ejemplo, las CEMs promueven la 

transición epitelio-mesenquima (EMT) en células tumorales y pueden promover 

la colonización metastásica a través de la producción de TGF-β1 en el TME 

(Jing et al, 2012; Regateiro et al, 2013). De manera similar, se ha reportado 

que el TGF-β1 contribuye a la creación de un TME inmunosupresor rico en Ado 

mediante la inducción de la expresión de CD73 en Tregs y MDSCs (Li et al, 

2017; Sun et al, 2010). Con base en estos reportes y en hallazgos recientes de 

nuestro grupo de investigación en los cuales se observó que las CEMs-CaCu 

incrementaron significativamente la expresión y la secreción de TGF-β en 

células tumorales de CaCu (Garcia-Rocha et al, 2015), el cual se sabe induce 

la expresión de CD73 en varios tipos celulares (Chalmin et al, 2012; Schuler 

et al, 2012; Martin et al, 2012; Ridge et al, 2017),  en este estudio analizamos 

la capacidad de CEMs-CaCu para modificar la expresión de CD73 en células 

tumorales de CaCu y por tanto, su capacidad para generar Ado. Al cultivar 

células tumorales de CaCu con CEMs-CaCu, encontramos que las células 

tumorales aumentaron la expresión de CD73 y la capacidad de generar Ado de 

una manera que dependía de la proporción de CEMs-CaCu agregada a los 

cocultivos. Este fenómeno no solo fue exclusivo de la presencia de CEMs-

CaCu en los cocultivos, sino que también se produjo cuando las células de 

CaCu se cocultivaron con CEMs-CN o con fibroblastos humanos HS-5 lo cual 
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puede ser el resultado de la comunicación entre las células tumorales y las 

CEMs o los fibroblastos en los co-cultivos celulares, tal como ocurre en el TME 

para promover el desarrollo de la enfermedad, ya que las CEMs pueden ser 

reclutadas en altas cantidades microambiente tumoral. Por ejemplo en un 

estudio de cáncer de cabeza y cuello se encontró que la frecuencia de CEMs 

se correlacionó directa y significativamente con el volumen del tumor (Liotta et 

al, 2015). Además, la correlación entre CEMs y el tamaño tumoral es 

consistente con los hallazgos de Kansy et al, 2014, donde los autores 

demostraron  que las CEMs in vitro pueden establecer una diafonía directa con 

células tumorales dando como resultado la activación de CEMs, la producción 

de citocinas y el posterior crecimiento de células tumorales. Por otro lado, 

nuestros resultados son consistentes con los hallazgos de que CEMs derivadas 

de cordón umbical  humano (CEMs-CU), las cuales fueron capaces de inducir 

la expresión de CD73 tanto a nivel de ARNm y proteína de membrana, en 

células NK y células tumorales de mama y ovario (Yang et al, 2015; Chartejee 

et al, 2017). Por lo tanto, la presencia de CEMs en el microambiente tumoral 

podría ayudar a generar un microambiente rico en adenosina, la cual se sabe 

es una de las más importantes moléculas inmunosupresoras en el 

microambiente tumoral (Antonioli et al, 2013).  

 

Tomando en consideración que TGF-β1  e IL-10 son citocinas que inducen la 

expresión de CD39 y CD73 en células inmunorreguladoras, como las células T 

reguladoras (Chalmin et al, 2012; Schuler et al, 2012) las células dendríticas 

(Martin et al, 2012)  y las células supresoras mieloides en tumores de ratón 

(Ryzhov et al, 2014) e incluso capaz para inducir la expresión de estas 

ectonucleotidasas en células con el fenotipo Th17 (Martin et al, 2012) se 

procedió a analizar la capacidad de las CEMs-CaCu para incrementar la 

expresión de CD73 en las células tumorales de CaCu a través de la producción 

de TGF-β1 e IL-10. Inicialmente, confirmamos las funciones de estas citocinas 

para inducir la expresión de CD73 en células tumorales de CaCu a través de 

cultivo de células CaCu en presencia de estas citocinas.  

 

Es importante mencionar que el aumento de CD73 en la membrana celular de 

las células de CaCu se relacionó significativamente con el contenido de TGF-

β1 en los sobrenadantes de cocultivo celular;  ya que se detectó una mayor 
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concentración de TGF-β1  e IL-10 en cocultivos con una mayor proporción de 

CEMs. Diferentes trabajos también apoyan la idea que CEMs de distintas 

fuentes incrementan las concentraciones de citocinas anti-inflamatorias, ya que 

las CEMs pueden regular el fenotipo de células de cáncer de mama humano 

por inducción paracrina y autocrina de TGF-β (Cao et al, 2009).  

 

Estudios recientes han demostrado que las CEMs pueden inducir cambios 

funcionales, como un aumento en la actividad de CD73 en células tumorales y 

células NK, ya sea a través del intercambio de material biológico a través de 

vesículas extracelulares que incluyen exosomas, o a través de la actividad 

paracrina (Yang et al, 2015; Chatterjee et al, 2017). Además, se ha 

evidenciado el papel que juega TGF-β e IL-10 en la estimulación de CD73 en el 

TME al utilizar anticuerpos neutralizantes.  Por ejemplo, Li et al, 2017 

demostraron recientemente que la adición de anticuerpos neutralizantes contra 

TGF-β bloqueó significativamente la expresión de CD39/CD73 en MDSC que 

era mediada por medios condicionados de células tumorales de pulmón. De 

manera interesante en nuestro trabajo, la adición de anticuerpos neutralizantes 

anti-hTGF-β y anti-hIL-10 revertió  fuertemente el nivel de CD73 en las células 

tumorales CaSki (en más del 50%). Sin embargo, el hecho de que se detectara 

una mayor concentración de TGF-β1 e IL-10 en los cocultivos CaCu/CEMs-

CaCu  que en los cocultivos de CaCu-CEMs-CN y CaCu/HS-5 sugiere que al 

menos en CEMs-CN y HS-5 otros factores producidos bajo estas condiciones 

de cultivo podrían participar en la inducción de CD73. En consecuencia, será 

interesante evaluar esta posibilidad en futuros estudios.  

 

Los efectos inhibitorios de Ado en las células efectoras del sistema inmunitario 

están mediados principalmente por los receptores A2A, que se acoplan a las 

proteínas G y aumentan los niveles de AMPc, disminuyendo la producción de 

citocinas proinflamatorias y aumentan la síntesis de citocinas 

inmunosupresoras tales como IL-10 y TGF-β (Apasov et al, 1995; Ohta et al, 

2001). En el presente trabajo, encontramos que los sobrenadantes de células 

tumorales de CaCu CaSki cultivadas en presencia de AMP inhibieron la 

proliferación de células T CD8 + en más del 20%, mientras que el obtenido de 

células CaSki precultivadas con HS-5, CEMs-CN y CEMs-CaCu inhibieron la 

proliferación de las células T CD8+ en 71, 75, y 78 % respectivamente. Las 



59  

concentraciones de Ado en estos cultivos estaban por encima de 100 μM, lo 

cual sugiere a la Ado como principal fuente de inhibición. 

 

Además, el uso del antagonista, (ZM241385), bloqueó la capacidad 

inmunosupresora del Ado derivado de células CaSki en un 20%, lo que 

demostró que la inhibición de las células T efectoras en nuestros experimentos 

estaba mediada en parte por el receptor A2A. Estos resultados son 

consistentes con estudios recientes que han demostrado que el bloqueo de la 

señalización de adenosina a través de los receptores A2A dio como resultado 

un efecto antitumoral mediado por las células T efectoras a través de un 

mecanismo dependiente de perforina (Koshiba et al, 1997). Asimismo, se 

observó que  al bloquear A2AR, también se  inhibió la progresión metastásica, 

mediante una adecuada activación de células T CD8+, lo que sugiere que la 

señalización de Ado desempeña un papel importante en la inhibición de la 

activación de las células T efectoras a través de este receptor (Cekic et al, 

2012). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que CEMs-CaCu que son 

parte del microambiente tumoral en CaCu en asociación con células tumorales 

cervicales, pueden contribuir significativamente a la generación de Ado en 

presencia de altos niveles de ATP.   

 

En el presente estudio, proporcionamos evidencia de que el TGF-β1 e IL-10 

contenidos en el sobrenadante de cocultivos de células tumorales de CaCu con 

CEMs induce una mayor expresión de CD73 en las células tumorales. Esta 

propiedad se ha observado en células T esplénicas, células dendríticas 

derivadas de la médula ósea y macrófagos peritoneales, mediante estimulación 

in vitro con TGF-β1 (Ridge et al, 2017). Las MSC que residen en la TME y 

constituyen el 0,1-1% del número total de células en tejidos tumorales sólidos 

pueden ser factores determinantes en la inducción de cambios funcionales en 

las células tumorales o exacerbar su capacidad inmunosupresora a través de la 

via adenosinérgica. En el caso particular del CaCu, varios estudios han 

demostrado que la presencia de TGF-β1 e IL-10 en los sueros y tejidos 

tumorales de los pacientes se correlaciona directamente con el grado de 

progresión de la enfermedad (Torres-Poveda et al, 2014; Bermudez-Morales 

et al, 2008; Torres-Poveda et al, 2012; Alcocer-Gonzalez et al, 2006). Por 

tanto, dado que nuestros resultados muestran que la comunicación entre las 
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células de CaCu y las CEMs genera altas cantidades de TGF-β1 e IL-10 y que 

la inducción de CD73 en las células de CaCu depende en gran medida de la 

presencia de TGF β1, sugiere que la presencia de CEMs en el TME promueve 

las células de CaCu a expresar altos niveles de CD73 a través de la secreción 

de estos factores y contribuye a la supresión de la respuesta inmune a través 

de la producción de grandes cantidades de Ado (Fig. 17), lo que implica que 

esta ruta puede tener importancia clínica como objetivo terapéutico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 17. CEMs presentes en el TME promueven la actividad adenosinérgica e 
inmunosupresora de células tumorales de CaCu a través de la producción de  
TGF-β1 e IL-10. La producción de altas cantidades de TGF-β1 e IL-10, generadas 
durante la comunicación entre las  CEMs y células tumorales de CaCu en el TME,  
promueve el incremento en la expresión de CD73 en las células tumorales, y por tanto, 
su capacidad para generar grandes cantidades de Ado, contribuyendo de esta manera 
en  la supresión de células efectoras de la respuesta inmune, tal como los linfocitos T 
CD8+.   
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12. CONCLUSIONES 
 

CEMs-CaCu y CEMs-CN inducen un incremento en la expresión de CD73 de 

membrana y de ARNm en células de CaCu, así como un incremento en la 

generación de adenosina mediada por CD73. 

 

El TGF-β1 induce incremento en la expresión de CD73 de membrana y de 

ARNm en células CaSki así como en la generación de adenosina mediada por 

CD73. 

 

Células tumorales de CaCu cocultivadas con CEMs incrementaron la secreción 

de TGF-β e IL-10.  

 

Anticuerpos neutralizantes para TGF-β e Il-10 disminuyeron considerablemente 

la expresión de CD73 inducida por las CEMs. 

 

La adenosina generada por células CaSki precultivadas con CEMs y 

posteriormente cultivadas con AMP, inhibieron  fuertemente la proliferación de 

células T CD8+. 
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