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2. RESUMEN

En México, el cancer cervicouterino (CaCu) es la segunda causa de muerte por
cancer en la mujer. Anualmente se estima una ocurrencia de 13,960 casos, con una
incidencia de 23.3 casos por 100,000 mujeres. Aun cuando se sabe que la infeccion
por VPH de alto riesgo es el factor etioldgico que participa en el desarrollo del CaCu,
se desconocen los mecanismos por los cuales las células tumorales evaden la
respuesta inmune y aumentan su potencial proliferativo y migratorio.
Recientemente, se ha propuesto que la generacion de adenosina (Ado), producida
mediante la hidrolisis de AMP a través de la actividad enzimética de la 5'-
nucleotidasa (CD73), participa en la sefalizacién de receptores purinérgicos tipo 1
(A1R, A2AR, A2BR y A3R) en la membrana de las células tumorales para promover
la proliferacion y cambios morfolégicos de tipo mesenquimal asociados con la
migracion celular.

En el presente trabajo de investigacion se analiz6 el efecto de Ado sobre la
proliferacion y viabilidad celular, asi como en la induccion de cambios morfolégicos
y migracion de células tumorales de CaCu. Para ello, células tumorales MS751
(VPH-18+) fueron cultivadas en presencia de Ado y un agonista de A2AR y A2BR
(CGS-21680). De manera interesante, ambas moléculas redujeron marginalmente
la proliferacion celular entre 2-18% y tuvieron un efecto en la reduccion de la
viabilidad celular entre 2-9%. Sin embargo, el bloqueo de A2AR con el antagonista
especifico ZM241385, disminuy0 la viabilidad alrededor del 10%; mientras que el
bloqueo de A2BR con el antagonista especifico MRS1754, aumento la proliferacion
celular en un 6%, sugiriendo que la sefializaciébn de Ado hacia estos receptores no
modifica de manera importante la viabilidad y el estatus proliferativo de las células
tumorales de CaCu. Sin embargo, el cultivo de las células tumorales MS751 en
presencia de Ado o CGS-21680, indujo cambios morfolégicos de tipo mesenquimal
en éstas, incrementando la presencia de extensiones del citoesqueleto y
modificando su capacidad migratoria. Por otra parte, la adicion del antagonista

ZM241385, revirti6 de manera importante tanto la generacibn de cambios
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morfolégicos, como la capacidad migratoria de las células tumorales inducida por
Ado.

Estos resultados sugieren un papel relevante de la sefializacién de Ado sobre A2AR
para mantener la viabilidad y capacidad migratoria de las células tumorales de
CaCu. Por lo cual, seria importante considerar su papel funcional como blanco

terapéutico en este tipo de neoplasia.

3. MARCO TEORICO

3.1. Cancer

El término cancer se refiere a una enfermedad que tiene como principal
caracteristica el crecimiento acelerado y descontrolado de células anormales, el
cual es causado por multiples cambios en la expresion de genes que conducen a la
inestabilidad gendmica y al desequilibrio de la proliferacion y resistencia a muerte
(Bustamante L.M, 2012).

El cancer es una enfermedad que va en aumento y es considerada como una de las
principales causas de muerte a nivel mundial; se calcula que debido al cancer, en
2015 se dieron 8.8 millones de defunciones, ademas, se identificaron cinco tipos
de cancer responsables del mayor numero de fallecimientos: cancer pulmonar (1,69
millones de muertes), cancer hepatico (788 000 defunciones), cancer colorrectal
(774 000 muertes), cancer gastrico (754 000 defunciones) y de mama (571 000
muertes) (Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2017).

La deteccién de cancer en etapa avanzada, asi como la falta de diagndstico y
tratamiento son frecuentes. En 2017, el 26% de paises de ingresos bajos informaron
que la sanidad publica contaba con servicios de patologia para atender a la
poblacion. Alrededor del 90% de los paises de ingresos altos ofrecen tratamiento a
los enfermos oncoldgicos, mientras que en los paises de ingresos bajos este
porcentaje es inferior al 30% (OMS,2018).

En el 2018, se estimd que se dieron 18 millones de nuevos casos y 9.6 millones de
muertes. Ademas, se estimé que en términos de la sobrevida a los cinco afos
después del diagnostico existen 43.8 millones de personas (IARC, 2018).

Pese a todo esto, se estima que entre el 30% y el 50% de los canceres son
prevenibles mediante la adopcion de habitos saludables, diagnosticos y
tratamientos oportunos (OMS, 2018).
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3.2. Cancer cervicouterino (CaCu)

Dentro de los tipos de cancer mas comunes del tracto reproductor femenino se
encuentran los carcinomas cervicales, de ovario y endometrio.

El CaCu esta en el tercer puesto de incidencia a nivel mundial y es el cancer
ginecologico mas frecuente en paises en desarrollo (Moshkovich O,et al. 2015),
ademas, es una patologia con una alta mortalidad en las pacientes que la padecen,
esto principalmente debido a la complejidad de su diagndstico y falta de chequeos
regulares (Narod, 2016). En el afio 2012 se estimaron mas de 260 000 muertes por
cancer cervicouterino (CaCu) en todo el mundo, representando el 7,5% de todas las
muertes por cancer femenino (Globocan, 2012). En México, el CaCu representa la
segunda causa de muerte por cancer en la mujer. Anualmente se estima una
ocurrencia aproximada de 14, 000 casos y una tasa de incidencia de 23.3 casos por
100,000 mujeres (INEGI 2016).

El aumento del CaCu en los paises en desarrollo se atribuye al comienzo temprano
de actividades sexuales, ciertos comportamientos sexuales como edad temprana
en la primera relacion, multiples parejas sexuales, el no utilizar condon, embarazos
multiples con asociacion de clamidia e inmunosupresion con VIH, que se ha
relacionado con un mayor riesgo de infeccion de VPH (Gustafsson L et al, 1997).
Las mujeres infectadas por el VIH tienen un mayor riesgo, especialmente por la
persistencia de multiples infecciones causadas por algun virus de papiloma humano
(VPH), que se relacionan con un mayor riesgo de progresion a lesiones cervicales
precancerosas en comparacion con mujeres no infectadas por el VIH (Denny L, et
al., 2012).

En mas del 99% de los casos en los que se presenta el CaCu, se le asocia con la
infeccion de virus del papiloma humano (VPH) de alto riesgo, especialmente el
genotipo 16 que se encuentra en cerca del 50% de los casos con CaCu, seguido
por el VPH 18, 45 y 31 (Mufioz et al., 2003).

3.3 VPH en el desarrollo de CaCu

El VPH es un virus de ADN bicatenario, perteneciente a la familia Papillomaviridae,
y es uno de los virus de transmision sexual mas comunes en todo el mundo.
Presenta una estructura icosaédrica no envuelta y su genoma contiene ocho marcos
de lectura abiertos (ORF) (Doorbar, J. et al. 2015). Estos ORF codifican ocho
proteinas, cuya expresion se da en etapas tempranas (E1, E2, E4-E7) y etapas
tardias (L1 y L2). Las proteinas de expresion temprana se producen tras la infeccion

4
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viral de la célula huésped y estan asociadas con la infeccion y la transformacion de
las células infectadas. Mientras tanto, las proteinas tardias constituyen la capside
viral y promueven la propagacion de la infeccion a través del sistema del huésped,
esto por medio de la liberacion de particulas del virus dentro de las células
epiteliales superficiales (Doorbar J. et al. 2015).

Actualmente, hay alrededor de 200 genotipos de VPH documentados; sin embargo,
solo algunos presentan potencial carcinogénico y se ha visto que tienen la
capacidad de inducir cancer (van Doorslaer, K. et al. 2017). La relacion que tienen
diferentes tipos de VPH con diferentes sintomas clinicos dio pie a que se propusiera
una clasificacion para los diferentes tipos de VPH, basdndose en la gravedad de los
resultados clinicos, es decir, en bajo, intermedio y alto riesgo. Los tipos de alto
riesgo abarcan aquellos que puede inducir el desarrollo de células tumorales. La
gravedad de los sintomas generalmente se relaciona con la afinidad presentada por
las oncoproteinas E6 y E7 dentro de cada tipo de VPH hacia las proteinas diana:
supresores de tumores p53 y proteina de retinoblastoma (pRB), respectivamente
(Chan, P.K.S. et al. 2012).

Se estima que del 10 al 15% de las mujeres tienen tipos de VPH oncogénicos (alto
riesgo de VPH: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 69, 82 y VPH bajo
riesgo: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 81) (Vaisy A, et al., 2014).

Los VPH son virus que afectan el epitelio y las mucosas provocando lesiones
benignas proliferativas, que pueden provocar lesiones en la matriz o el Gtero,
derivando en neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) (Tirado et al., 2005; Hunter
et al., 2008; Park et al., 2008)

La progresion de la infeccion de VPH a CaCu puede ser clasificada en 4 etapas: la
primera etapa consiste en la infeccion del VPH, la cual suele ser eliminada por el
sistema inmune en los primeros dos afos, sin embargo, en el 10% de las infecciones
el virus puede persistir por varios afios y estd asociado con el diagndéstico de
lesiones intraepiteliales de bajo grado (LIBG). La segunda etapa se identifica
cuando se presenta una displasia leve, debido a la progresion persistente de las
células infectadas hacia las células precancerosas, esta lesion puede progresar en
la tercera etapa hacia lesiones intraepiteliales de alto grado (LIAG), caracterizada
por una displasia moderada (Figura 1). En estas lesiones, la infeccién persistente
por los VPH de alto riesgo puede provocar la pérdida de funciones de vias de
regularizacion celular. La integracion de genes del VPH al genoma celular puede
bloquear las proteinas reguladoras del ciclo celular, como p53 (proteina encargada
de la reparacion y la apoptosis) y Rb (proteina supresora de tumores) (Carrero,
2012).
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Un ejemplo de lo anterior es la expresion de los oncogenes virales E6 y E7 de VPH-
16 en la célula huésped, dando como resultado la integracion del genoma del VPH
en cromosomas celulares (Moodley, 2005). La expresion de estos oncogenes se
debe a que la incorporacion del genoma del VPH suele causar la ruptura de la region
de E2, por lo que esta proteina deja de producirse. E2 regula negativamente la
expresion de E6 y E7, ya que al expresarse estas proteinas conducen a la
degradacion de p53 y RB, las cuales controlan el ciclo celular. En consecuencia, se
presenta un crecimiento anormal y la acumulacién de alteraciones genéticas que
conllevan al desarrollo de cancer (Bosch et al., 2008). Cuando la LIAG avanza hacia
el carcinoma invasivo se considera la cuarta etapa (Piersma, 2011).

Cérvix normal Lesion intraepitelial escamosa Cancer invasivo

Bajo grado (LIEBG) Alto grado (LIEAG)

Neoplasia Intraepitelial cervical

Grado 1 Grado 2 Grado 3
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Flgura 1. Virus del papiloma humano y su capacidad de acceder a las células basales
del epitelio cervical a través de micro abrasiones en el epitelio cervical. Las lesiones
intraepiteliales de bajo grado promueven la replicacion viral. Un niamero desconocido de
infecciones de papiloma humano de alto riesgo progresan a neoplasias intraepiteliales
cervicales. La progresion de lesiones no tratadas en cancer esta asociada con la integracién
del genoma del virus del papiloma humano en los cromosomas hospederos (Crosbie EJ et
al.2013).

La frecuencia del cancer cervical después del tratamiento por displasia generadas
por VPH es menor al 1% y la mortalidad es menor que 0.5% (Soutter WP. et al,
1997).



Hoyos Cardenas E.Y

3.4. Evasion de la respuesta inmune

El sistema inmunolégico es capaz de identificar proteinas con mutaciones
provenientes de oncogenes, proteinas virales en tumores que tienen su origen en
una infeccién viral, como el cdncer de cérvix o proteinas propias del cuerpo con una
expresion anomala. Pese a esto, la progresion de los tumores es capaz de
ocasionar supresion inmune, obstruyendo la capacidad del sistema inmunolégico
de proveer una respuesta antitumoral o una eliminacion tumoral efectiva (Dranoff G,
2004).

Desde hace varios afos el cancer se ha estudiado como una enfermedad sistémica,
ampliando el enfoque de solo ver la célula tumoral al de ver el microambiente en el
cual se desarrolla. El sistema inmunoldgico del hospedero es un componente crucial
del microambiente en el que se desarrolla un tumor (Hanahan D, 2011).

El sistema inmunoldgico tiene la capacidad de detectar y eliminar células tumorales,
sin embargo, también puede proveer un microambiente favorable para el
crecimiento tumoral (Chow MT, 2012). La capacidad del tumor para evadir la
respuesta inmune y la inflamacién crénica en el microambiente tumoral son factores
promotores para la oncogénesis (Berraondo P, 2016). Ademés, los tumores
malignos tienen la capacidad de provocar un estado inflamatorio crénico, el cual
promueve el crecimiento tumoral y evita su eliminaciéon (Chow MT, 2012).

Recientemente se encontré que la supresion inmune se debe a la capacidad que
tienen las neoplasias de modificar la respuesta inmunoldgica del cuerpo. El
microambiente tumoral es capaz de evitar la respuesta de linfocitos T colaboradores
y citotéxicos, los cuales son especificos para los antigenos tumorales ya que
promueven la produccion de citocinas y factores proinflamatorios. De este modo
ocurre una acumulacion de células supresoras, como los linfocitos T reguladores,
que inhiben una respuesta del sistema inmune (Finn OJ, 2012).

Se ha estipulado que la generacién de adenosina (Ado) en el microambiente tumoral
participa de manera importante para promover cambios morfoldgicos asociados con
la proliferaciéon y migracion celular (Antonioli et al, 2013).

En los tejidos inflamados no malignos, la adenosina producida dentro del
microambiente hipdxico funciona para controlar la respuesta inflamatoria y reducir
el dafo colateral del tejido normal (Scheibner KA, 2009). No obstante, en cancer la
participacion de Ado se enfoca en la proteccion tumoral, debido a que media la
inactivacion de células T efectoras (Figura 2) (Ohta A, 2006).
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Figura 2. La adenosina producida en el microambiente tumoral regula las funciones
efectoras de larespuesta inmune. La adenosina producida en el microambiente tumoral
a través de la hidrdlisis de ATP/ADP y AMP a adenosina por la actividad funcional de las
ectonucleotidasas CD39 y CD73, respectivamente, suprime las funciones de los
macroéfagos, células dendriticas, células supresoras mieloides, y la funcion efectora de las
células Ty las células asesinas naturales (NK). Tomado y modificado de Antonioli L. et al.,
2013.

3.5. Ecto 5'nucleotidasa (CD73) y su expresidn en cancer

Las ectonucleotidasas consisten en familias de enzimas que se expresan en la
membrana plasmatica y se encargan de hidrolizar nucleétidos a nucleésidos. Las
ectonucleotidasas se dividen en 4 familias segun sus actividades:

1) Ectonucledsido trifosfato difosfohidrolasa (ENTPD o CD39) que hidroliza el ATP
y el ADP para formar AMP;

2) La pirofosfatasa de ectonucleotido (ENPP) hidroliza sustratos tales como ATP,
ADP y ADP-ribosa, para formar AMP;

3) La fosfatasa alcalina (AP) hidroliza diferentes nucleotidos y libera fosfato
inorganico (Pi), incluso hasta la generacion de adenosina.
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4) La Ecto-5'-nucleotidasa (NTS5E o CD73), transforma AMP en adenosina (al-
Rashida, 2014).

La sefializacion celular mediada por nucleétidos y nucleésidos implica varios pasos
que comienzan con la liberacion de ATP en el espacio extracelular a través de
diferentes vias. Una vez liberado, el ATP puede activar dos subfamilias de
receptores P2: P2X o P2Y (Ralevic, 1998). Al mismo tiempo, los nucleotidos se
defosforilan mediante enzimas de membrana especializadas, conocidas como
ectonucleotidasas, en nucleotidos bi- y monofosfato. Finalmente, la pérdida
completa de fosfatos forma Ado (Zimmerman et al., 2012).

La Ecto-5'-nucleotidasa se encuentra principalmente en la superficie celular de la
mayoria de tejidos, expresandose abundantemente en endotelio vascular y en
menores niveles en diferentes tipos celulares (Dachuan et al., 2010). La actividad
de CD73 se ha relacionado con el control de diversas respuestas fisiologicas tales
como el intercambio iGnico epitelial, el transporte de fluidos, la funcién plaquetaria,
la hipoxia y el dafio vascular (Colgan et al., 2006).

CD73 se ha encontrado expresado en diferentes tipos de cancer, esto debido a que
su expresion es inducida por la activacion de HIF-a (factor inducible por hipoxia), la
exposicion a IFN tipo | y por la activacion de la via de sefializacion Wnt (Stagg et
al., 2011). También se ha asociado con el mantenimiento de la integridad del
endotelio vascular durante la hipoxia, debido a que suprime el trafico transendotelial
de los leucocitos a través de su actividad enzimatica. Debido a esto, se ha propuesto
gue CD73regula las interacciones entre las células endoteliales y los linfocitos como
una molécula de adhesion (Zhang, 2010).

Esta ectoenzima se ha encontrado sobre expresada en varios tipos de cancer
(Zimmermann et al., 2012), y se ha demostrado que su expresion en conjunto con
CD39 (ectoATPasa) en un tumor o en exosomas derivados de células tumorales
limita la inmunidad antitumoral de células T citotoxicas (Gessi et al., 2007). Esta
sobreexpresion de CD73 en el cancer se debe a la hipoxia generada por los tumores
y a la exigencia de nutrientes necesarios para la proliferacion celular desmedida de
las células tumorales. En respuesta a esta exigencia, se generan mayores
cantidades de ATP, el cual es hidrolizado en Ado para promover la angiogénesis e
inducir una reaccion antinflamatoria (Decking et al., 1997).

Adicionalmente, se ha encontrado que la actividad enzimética de CD73 puede
promover la migracion y proliferacion de algunos tipos de cancer (Baravesco et al.,
2008).
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3.6. Participacion de Ado en el cancer

La Ado es un nucledsido purina el cual es liberado por casi todos los tipos celulares,
compuesto por una molécula de adenina unida a una molécula de ribosa (Hasko,
2007). Es una molécula relacionada con el control del sistema inmune, a través de
la sefializacion de receptores presentes en la superficie de las células del sistema
inmune (Oliveira et al., 2016). En tejidos no malignos inflamados, la funcion de la
Ado producida dentro del microambiente hipdxico es limitar el exceso de la
respuesta inflamatoria para reducir dafio colateral del tejido normal por la
inflamacion de las células. Esto se debe directamente al efecto inhibitorio en las
células T, que expresan A2AR (Scheibner KA et al., 2009).

En condiciones normales, las concentraciones extracelulares Ado oscilan entre 10-
100nM en los diferentes tejidos. Intracelularmente, se mantiene en niveles bajos a
través de la actividad metabdlica de la adenosina cinasa (Adk) y la adenosina
deaminasa (Ada). En deficiencia de ADA, hipoxia o inflamacion, la produccion de
Ado intracelular incrementa y es transportada a través de la membrana por
transportadores de nucleésidos que conducen a la activacion de los receptores de
Ado (Gessi et al., 2007).

Debido a que en el cancer se presenta una disponibilidad baja de oxigeno, asi como
un proceso inflamatorio, las células liberan nucleétidos, principalmente ATP y
adenosina difosfato (ADP). Las concentraciones de ATP intracelulares son
relativamente altas, por lo que al presentarse condiciones de dafio celular el ATP
es liberado (Sitkovsky et al, 2009). A través de la via adenosinérgica, este es
metabolizado a AMP por CD39 y después a Ado por CD73.

En los tumores solidos las concentraciones extracelulares de Ado aumentan hasta
1000 veces mas que en tejidos normales (Adair, 2005) como consecuencia de la
glicolisis anaerobia en regiones hipoxicas y la utilizacion preferencial de glicolisis
aerobia para energia metabdlica en regiones no hipoxicas (efecto Warburg) (Jin D,
et al., 2010). Se ha reportado que las concentraciones de adenosina en el
microambiente tumoral oscilan entre 10-100uM (Ohta 2016). La principal fuente de
Ado en sitios de inflamacién y en el microambiente tumoral es el ATP extracelular
liberado por estrés o muerte celular (Antonioli L. et al., 2013, Hasko G. et al., 2008).

La Ado ha sido reportada como uno de los factores que promueven la angiogénesis
en células tumorales, esto debido a que regula la expresion del factor de crecimiento
endotelial vascular (VGEF) a través de sus receptores (Merighi et al., 2005).
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3.7 Receptores de Ado

La Ado, ya sea por la liberacion de las células o después de ser derivada
extracelularmente de moléculas relacionadas (Olah, 1995), es un regulador
involucrado en diversas funciones celulares a través de segundos mensajeros como
el AMPc, el diacilglicerol (DAG) y el inositol trifosfato (IP3) (Rangel et al., 2007).

Las células median los efectos de la Ado a través de su unidn a cuatro subtipos de
receptores de adenosina, A1R, A2AR, A2BR y A3R. Estos receptores se encuentran
expresados de manera especifica por células y tejidos, distribuidos en la superficie
celular. Estos receptores purinérgicos P1 contienen siete dominios
transmembranales acoplados a proteinas G heterotriméricas (Furuta S, 2012).

Las diferencias entre los receptores radican en su afinidad de unién a la Ado, siendo
A2AR y A1R los receptores de mayor afinidad; el tipo de proteinas G que reclutan y
en las vias de sefalizacion que activan, pues AL1R y A3R estan unidos a proteinas
Gi e inhiben la adenil ciclasa, mientras que A2AR y A2BR estan unidos a Gs y
estimulan la adenil ciclasa (Fishman P. 2009). Ademés de esto, los receptores
presentan diferentes efectos en los procesos celulares (Freholm et al., 2007) (Figura
3).

En condiciones fisiol6gicas normales, la Ado puede activar los receptores Al, A2A
y A3 de alta afinidad (EC50 en el rango de 0.2-0.7 pM) pero se necesitan
concentraciones suprafisioldgicas de Ado para activar los receptores A2B de baja
afinidad (EC50 ab. 24 yM) (Fredholm BB, 2001).

Se ha descrito que el papel principal de la adenosina en la angiogénesis es su
capacidad para regular la produccion de factores pro y antiangiogénicos, mediados
predominantemente a través de los receptores A2A y A2B (Auchampach JA. 2007).

11
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Figura 3. Biosintesis y catabolismo de la Ado y las vias del segundo mensajero
acopladas a los receptores de Ado. La aparicion de eventos patolégicos promueve una
acumulacion extracelular de ATP, que es seguida por su degradacion secuencial a AMP
por la enzima CD39 de la superficie celular y a la adenosina por CD73. La adenosina
extracelular puede unirse a cuatro receptores diferentes acoplados a la proteina G que
estimulan (A2A y A2B) o inhiben (Al y A3) la actividad de la adenil ciclasa. La estimulacion
de los receptores Al y A3 también puede estimular la liberacién de iones de calcio de las
reservas intracelulares. Ademas, todos los receptores de adenosina se acoplan a las rutas
de la proteina quinasa activada por mitdgeno (MAPK), incluidas la quinasa 1 regulada por
sefal extracelular ERK1, ERK2 y p38 MAPK. En el espacio extracelular, las
concentraciones de adenosina estan controladas por la adenosina desaminasa (ADA; que
cataliza la conversion de adenosina en inosina) y por la actividad de los transportadores de
nucleodsidos (NT). Tomado y modificado de Antoniolli L. et al, 2013.
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3.8. A1IR

A1R tiene una funcion inhibidora en la mayoria de los tejidos en los que se expresa.
La activacion de AL1R provoca la unién de la proteina Gil / 2/3 o Go. La union de
Gil / 2/3 provoca una inhibicion de la adenilato ciclasa y, por lo tanto, una
disminucién en la concentracion de cAMP (Fredholmet al., 2007). Tanto A1R como
A3R inhiben la adenilato ciclasa (Fishman P, et al., 2009).

En cancer, se ha reportado que la activacion de estos receptores disminuye la
expresion de p27, con lo que se desregula la actividad de CDK4, en el caso
particular de células de colon se induce apoptosis al utilizar agonistas para este
receptor y otro de sus efectos observados es que en células de carcinoma de mama
media la progresion del ciclo celular y la proliferacién (Kalhan et al., 2012, Mirza et
al., 2005).

3.9. A2AR

La actividad de A2AR esta mediada por proteinas G que activan adenilato ciclasa.
(Jacobson et al., 2006). En contraste a A1IR y A3R, el receptor A2AR inhibe la
inflamacion destructiva al inducir AMP ciclico, mientras promueve células T
reguladoras y cicatrizaciéon de la herida (van der Putten C. et al. 2009, Macedo L. et
al, 2007).

La adenosina ha demostrado ser una molécula antiinflamatoria por excelencia
(Sullivan. 2004). En estudios recientes, se ha demostrado el efecto antiinflamatorio
de la activacion de A2AR en la regulacion de las funciones de los neutrdfilos,
incluyendo la disminucion de la expresién y potencial de adhesion de moléculas de
adhesion alpha 4/beta integrina, previniendo la expresion y liberacion de TNF-alpha,
MIP -lalpha/CCL3 (Mc Coll, 2006). Las sefiales de A2AR inducen la fosforilacion
MAPK3/1 ERK1/2 en células del sistema inmune (Antonioli L.et al., 2013) lo que
resulta en la supresion de citocinas proinflamatorias via fosforilacion de c-FOS
(Koga K. et al, 2009).

En los tumores, la Ado extracelular es pro-tumorigénica a través de su capacidad
conocida para inhibir la funcion de las células T y apoyar la angiogénesis. Esto se
debe a un efecto directo sobre los vasos sanguineos (Desai A, 2005), pero también
puede deberse al hecho de que la sefializacién A2AR en los macréfagos incrementa
la produccién de VEGF (Ramanathan M, 2007)

En cancer, A2AR y A2BR se les atribuyen los efectos inmunosupresores de la Ado,
y la capacidad de promover la proliferacion y migracién celular, ya que estos
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comparten una via de sefalizacion basada en la activacion de la adenilato ciclasa y
la acumulacion de AMPc intracelular (Beavis et al., 2012).

3.10. A2BR

Este receptor estimula la actividad de la adenilato ciclasa en presencia de Ado.
También, al interactuar con netrin-1 provoca el alargamiento del axén (Mediero et
al., 2012). A2BR es un receptor de baja afinidad que se cree que permanece en
silencio en condiciones fisiologicas y que se activa como consecuencia del aumento
de los niveles extracelulares de Ado (Ryzhov et al., 2008).

Este receptor se encuentra sobre expresado en algunas condiciones patolégicas
donde se presenta hipoxia, una de estas condiciones es en los tumores solidos
(Kasama H, et al.,2015).

Se ha reportado que la Ado generada por la actividad de CD73 endotelial limita el
acceso de las células T reactivas del tumor a través de la via de activacion del A2BR.
Es por esto que la activacion del receptor A2B dificulta la adhesion de leucocitos al
endotelio por medio de sefales intracelulares dependientes de AMPc, que pueden
al mismo tiempo aumentar la actividad y expresién de CD73 (Bours et al., 2006).

3.11. A3R

En el caso del A3R, se ha comprobado que la Ado ejerce sus efectos proliferativos
por medio de la actividad de este receptor. Asi mismo, se ha demostrado que este
mismo receptor se encuentra expresado en algunos tipos de cancer, como en
glioblastoma multiforme y cancer de mama (Merighi et al., 2005, Ledderose et al.,
2016). Se demostré6 que A3AR promueve la angiogénesis a través de un
mecanismo paracrino que implica la expresion diferencial y la secrecién de factores
angiogénicos de los mastocitos (Feoktistov |, 2003).

4. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aun cuando se conoce que la infeccion por VPH de alto riesgo es el factor etioldgico
gue participa en el desarrollo del CaCu, se desconocen los mecanismos por los
cuales las células tumorales evaden la respuesta inmune y aumentan su potencial
proliferativo y migratorio. Recientemente, se ha propuesto que la generacion de Ado
a través de la actividad de CD73 en el microambiente tumoral y su interaccion con
receptores A2AR y A2BR favorece la proliferacion y migracion celular (Antonioli et
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al, 2013), por lo que la sefializacion adenosinérgica puede constituir uno de los
factores claves para comprender las actividades protumorales.

Nuestro grupo de investigacion ha determinado la expresion y actividad funcional
de CD73 (Mora-Garcia et al, 2017) asi como la expresion de los receptores A2A 'y
A2B en células tumorales de CaCu (Garcia-Rocha et al, 2018). Por tanto, el
presente estudio se realiz6 con la finalidad de analizar si Ado participa en la
proliferacion e induccion de cambios morfolégicos de tipo mesenquimal y favorece
la capacidad migratoria de las células tumorales de CaCu.

5. HIPOTESIS

La Ado inducira cambios morfoldgicos que modificaran la capacidad migratoria de
las células tumorales de CaCu a través de su interaccion con los receptores A2A'y
A2B.

6. OBJETIVOS

Objetivo general
Analizar la participacion de la Ado en la induccién de cambios morfolégicos y su

efecto sobre la capacidad migratoria de células tumorales de CaCu.

Objetivos particulares

-Analizar el efecto de Ado sobre la proliferacion de células tumorales de CaCu.
-Analizar el efecto de Ado sobre la viabilidad de células tumorales de CaCu.
-Analizar el efecto de Ado sobre cambios morfoldgicos en células tumorales de
CaCu.

-Analizar el efecto de Ado sobre la capacidad migratoria de células tumorales de
CaCu.
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7. METODOLOGIA

Cultivo celular

Se utilizaron células de la linea MS751 (VPH18+) de CaCu, las cuales fueron
obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC USA). Las células
tumorales fueron cultivadas in vitro utilizando medio de cultivo (MC) consistente de
medio RPMI-1640 GibcoBRL (Life Technologies, USA) suplementado al 10% con
suero fetal bovino (SFB) dializado (GibcoBRL, Life Technologies, USA). Los cultivos
celulares fueron mantenidos en una incubadora (Forma Scientific) bajo esterilidad a
una temperatura constante de 37°C con 5% de CO2 en un ambiente humedo
saturante.

Disefio experimental

Para llevar a cabo los diferentes experimentos, las células tumorales fueron
cultivadas bajo las diferentes condiciones experimentales:

1- Condicion Basal (Solo MC).

2- MC + Ado (10uM).

3- MC + Ado (10 uM) + ZM 241385 (Antagonista de A2AR)

4- MC + Ado (10uM) + MRS 1754 (Antagonista de A2BR) (10uM).

5- MC + CGS-21680 (Agonista de A2AR y A2BR) (10uM).

6- MC + CGS-21680 (10uM) + MRS 1754 (antagonista A2BR) (10uM

7- MC + CGS-21680 (10uM) + ZM 241385 (antagonista de A2AR) (10uM).
8- MC + MRS 1754 (10uM).

9- MC + ZM 241385 (10uM).

Las células tumorales fueron incubadas con los antagonistas 30 minutos antes de
adicionar adenosina o los agonistas de los receptores de Ado.

Proliferacion celular

La proliferacion de las células tumorales cultivadas bajo las diferentes condiciones
se determind por citometria de flujo mediante marcaje celular con carboxifluorescein
diacetato N-succinimidyl ester (CFSE) (Sigma-Aldrich). Una molécula de
carboxifluoresceina es una molécula de fluoresceina con un grupo carboxilo
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afiadido, la cual se utiliza cominmente como agente trazador con una longitud de
onda de excitacion de 494 nm y una longitud de onda de emision de 518 nm. Para
este marcaje, las células tumorales fueron incubadas en presencia de 1uM de CFSE
durante 15 min. Después de dos lavados con PBS, alicuotas de 100,000 células
marcadas fueron cultivadas durante 48 horas en cajas de 6 pozos, con cada uno
de los tratamientos antes mencionados. Pasadas 48 horas, las células fueron
cosechadas mediante tratamiento con solucioén de EDTA, se lavaron dos veces con
PBS+3% SFB y se procedio a analizar mediante el citometro de flujo la fluorescencia
en cada caso. Los resultados fueron analizados a través del software Summit v4.3.

Viabilidad celular

La viabilidad celular fue determinada a través de la tincion con el colorante 7-AAD,
la cual se basa en que el 7-AAD es un compuesto quimico fluorescente con una
longitud de onda de excitacion de 543 nm y una longitud de onda de emision de 655
nm que se intercala en el ADN bicatenario, debido a que tiene una alta afinidad por
la region rica en guanina-citosina. Las células tumorales fueron incubadas en
presencia de 1uM de 7-AAD durante 15 min y posteriormente lavadas dos veces
con PBS. Alicuotas de 100 000 células fueron cultivadas durante 48 en cajas de 6
pozos bajo los diferentes tratamientos antes mencionados. Al término del cultivo,
las células fueron cosechadas y marcadas con 5uL de 7-AAD en cada tubo
incubando durante 10 minutos a 36°C protegidas de la luz. Las células con
membranas comprometidas fueron tefiidas con 7-AAD. Por otro lado, una muestra
de células tumorales fue tratada con 100uL de peroxido de hidrégeno al 1% durante
45 minutos a 36°C, la cual fue marcada y utilizada como control positivo de muerte
celular.

La muerte celular se determin6 mediante citometria de flujo recolectando un minimo
de 100.000 eventos con ayuda de un equipo Coulter Epics Ultra Cytometer de Flujo
(Beckman Coulter, Fullerton,CA, USA) para determinar el porcentaje de células
tumorales positivas para 7-AAD. Los resultados fueron analizados a través del
software Summit v4.3.

Analisis de la morfologia celular

Para analizar la morfologia celular, 50,000 células MS751 fueron cultivadas en cajas
de 6 pozos, cada pozo con su condicion especifica, en 2 mL de medio RPMI-1640
libre de rojo fenol 1640 suplementado con 1% SFB dializado (Medio de cultivo)
durante 48 horas, aplicando las condiciones en t0 y pasadas 24 hrs. Después de 48
horas de cultivo se tomaron fotografias de campos al azar, de los cuales se contaron
100 células de cada condicion para identificar qué porcentaje presentaba
prolongaciones, seleccionando las imagenes mas representativas de cada
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condicion de acuerdo con el porcentaje. Las fotografias fueron tomadas con un
microscopio Zeiss con camara para analisis de imagen (Carl Zeiss AG, Oberkichen
Germany) con objetivo 40x, utilizando contraste de fases.

Migracion celular

Para determinar la migracion de las células tumorales, se realiz6 un ensayo de
rasgado, herida o “scratch” de la siguiente manera: 400,000 células fueron
cultivadas en placas de 6 pozos, cada uno con 2 mL de MC con 10% de SFB.
Cuando los pozos presentaron una confluencia de 90-100%, se retiré el MC y se
cultivd durante 24 horas con MC sin SFB. Pasadas estas 24 horas, se retiro el MC
y se hizo un rasgado con una punta de micropipeta sobre la monocapa de células
tumorales. Posteriormente se eliminaron las células desprendidas con dos lavados
suaves con PBS, en seguida se tomaron fotografias y se determinaron mediciones
de la amplitud del rasgado (Tiempo inicial, TO) con ayuda de un microscopio
invertido con camara y con un objetivo de 10x. Después, las células fueron
cultivadas en presencia de las condiciones antes mencionadas, pre-incubando por
30 minutos los pozos con antagonistas antes de agregar adenosina o el CGS-
21680.

Transcurridas 24 horas de incubacion, se retird el medio de cultivo y se realizé un
lavado suave con PBS y posteriormente se tomaron fotografias con el microscopio
invertido con camara, con un objetivo 10x. El andlisis de las fotografias se hizo a
través del programa de procesamiento digital ImageJ. Con ayuda de este programa,
se determind el area recorrida por las células entre el tiempo inicial (TO) y a las 24
hrs de cultivo (T1).

Andlisis estadistico

Cada uno de los experimentos se llevo a cabo por triplicado. Se utilizé analisis de
varianza no paramétrico a través de la prueba de U de Mann-Whitney, por medio
del software Graphpad prisma version 7 en los resultados del ensayo de scratch.

8. RESULTADOS

Efecto de Ado sobre la proliferacidon de las células tumorales MS751.

Se ha reportado que la adenosina puede promover el crecimiento tumoral, ya sea
induciendo la proliferacion, migracion y metastasis de las células tumorales
mediante la interaccion con receptores para Ado, primordialmente A2A y A2B (Otha
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et al, 2016). Para analizar el efecto de Ado sobre la proliferacion de las células
MS751, 100,000 células marcadas previamente con CFSE fueron cultivadas
durante 48 horas bajo las diferentes condiciones de cultivo en placas de 6 pozos
con un volumen final de 2mL, agregando MC con las condiciones en TO y pasadas
24 horas. Posteriormente se determind la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF)
mediante citometria de flujo. Se tomo la IMF de la condicion en fresco para sefialar
los porcentajes de las poblaciones celulares que proliferaron en cada condicién
(Figura 4). La adicion de Ado y CGS-21680 incremento ligeramente en 6.8% y 5.6%,
respectivamente, la proliferacion de las células MS751. La adicion del antagonista
de A2AR (ZM241385) en presencia de Ado y CGS-21680 redujo la proliferacion de
las células MS751 producida por ambos agonistas, en 1.8% y 11.2%
respectivamente. Sin embargo, la adicion del antagonista de A2BR (MR1754) en
presencia de Ado y CGS-21680, incremento la proliferacion en un 6.7% y 4.5%,
respectivamente. Asimismo, la adicion de los antagonistas ZM241385 y MR 1754
en ausencia de Ado o CGS-21680, se diferenciaron de la proliferacion basal por
3.5% y 4.2%, respectivamente (Gréfica 1). Lo anteriormente mencionado sugiere
que la sefalizacion de Ado o del agonista CGS-21680 no influye en la proliferacion
de las células tumorales MS751.
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Figura 4. Efecto de Ado y del agonista de A2AR/A2BR sobre la proliferacién de las
células MS751. Histogramas de células tumorales MS751 previamente marcadas con
CFSE fueron cultivadas durante 48 hrs bajo las siguientes condiciones: Medio de Cultivo
Basal (Basal), 10uM Adenosina (Ado); Ado + ZM241385 (antagonista del A2AR) (Ado+ZM);
Ado + MRS1754 (antagonista del A2BR) (Ado+MR); 10uM CGS-21680 (Agonista de A2AR
y A2BR) (CGS); CGS+ZM; CGS+MR; ZM y MR. Los antagonistas ZM y MR fueron
adicionados 30 minutos antes de la adicién de Ado o CGS a una concentracion de 10uM.
La intensidad media de fluorescencia (IMF) fue determinada mediante citometria de flujo.
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Gréfica 1. Representacion grafica del efecto de Ado y del agonista de A2AR/A2BR
sobre la proliferacién de las células MS751. Grafica comparativa de los porcentajes
proliferativos de cada condicidn, previamente marcadas con CFSE y cultivadas durante 48
hrs bajo las siguientes condiciones: Medio de Cultivo Basal (Basal), 10uM Adenosina (Ado);
Ado + ZM241385 (antagonista del A2AR) (Ado+ZM); Ado + MRS1754 (antagonista del
A2BR) (Ado+MR); 10uM CGS-21680 (Agonista de A2AR y A2BR) (CGS); CGS+ZM;
CGS+MR; ZM y MR. Los antagonistas ZM y MR fueron adicionados 30 minutos antes de la
adicion de Ado o CGS a una concentracion de 10uM.

Efecto de Ado sobre la viabilidad de células de CaCu

Con la finalidad de analizar el efecto de Ado y del agonista de A2AR y A2BR (CGS-
21680) sobre la viabilidad de las células tumorales MS751, las células tumorales
fueron incubadas en presencia del reactivo 7-AAD para viabilidad celular, y
posteriormente se analizo el porcentaje de células no viables mediante citometria
de flujo. Como se muestra en la figura 4, el porcentaje de células no viables en la
condicion basal de cultivo fue de 11.62%; mientras que en el control de muerte
celular (C.M), en presencia de H202, el porcentaje de células no viables fue de
83.99%. La adicién de Ado a las células tumorales tuvo un ligero incremento en la
muerte de las células tumorales, ya que solo se encontr6 13.26% de células no
viables. De manera interesante, cuando se adicion0 el antagonista ZM241385 en
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presencia de Ado, se observé un incremento notable en el porcentaje de células no
viables (22.92%); mientras que la adicion de MRS1754 en presencia de Ado,
mantuvo la viabilidad de las células tumorales similar a la condicion basal. Por otro
lado, la adicion del agonista CGS-21680 ya sea solo o en presencia de los
antagonistas ZM2413 y MRS1754, indujo 12.33%, 12.32% y 13.36% de células
MS751 no viables. No obstante, la adicion solo del antagonista ZM2413 indujo
15.79% de células no viables (Figura 5, Grafico 2). Sugiriendo que la sefializacion
a través del A2AR puede proteger a las células tumorales de la inhibicién de la
proliferacion y muerte celular ante la presencia de Ado.
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Figura 5. Efecto de Ado sobre la viabilidad de las células de CaCu. Células tumorales
de CaCu de la linea MS751 fueron cultivadas durante 48 hrs bajo las siguientes
condiciones: con solo medio de cultivo basal (Basal); en presencia de 1% de Perdxido de
Hidrégeno, control positivo de muerte celular (C.M); 10uM de Adenosina (Ado); Ado +
ZM241385 (antagonista del A2AR) (Ado+ZM); Ado + MRS1754 (antagonista de A2BR)
(Ado+MR); 10uM de CGS-21680 (Agonista de A2AR y A2BR ) (CGS); CGS+ZM;
CGS+MR; ZM y MR. Los antagonistas ZM y MR fueron adicionados 30 minutos antes de la
adicion de Ado o CGS a una concentraciéon de 10uM. Después de 48hrs de cultivo se
adiciono 5pL del colorante 7-AAD y la viabilidad celular se analizé6 mediante citometria de
flujo. Se muestra la seleccion de la regidon correspondiente a las células viables en una
grafica Dot plot FSC-A vs 7-AAD de un ensayo representativo de tres realizados de manera
independiente.
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Grafica 2. Representacion grafica del efecto de Ado sobre la viabilidad de las células
de CaCu. Se muestran los porcentajes de células MS751 muertas (no viables) tefiidas con
7-AAD, después de 48hrs de cultivo en presencia de los siguientes tratamientos: con solo
medio de cultivo basal (Basal); en presencia de 1% de Peréxido de Hidrégeno, control
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positivo de muerte celular (C.M); 10uM de Adenosina (Ado); Ado + ZM241385 (antagonista
del A2AR) (Ado+ZM); Ado + MRS1754 (antagonista de A2BR) (Ado+MR); 10puM de CGS-
21680 (Agonista de A2AR y A2BR) (CGS); CGS+ZM; CGS+MR; ZM y MR. Los antagonistas
ZM y MR fueron adicionados 30 minutos antes de la adicion de Ado o CGS a una
concentracion de 10uM.

Efecto de Ado sobre la morfologia de células tumorales de CaCu.

Es conocido que Ado favorece la capacidad migratoria de las células tumorales al
inducir cambios morfoldgicos de tipo mesenquimal (Ohta 2016; Antoniolli et al,
2016). Con la finalidad de analizar el efecto de Ado sobre la morfologia de células
tumorales de CaCu, células MS751 fueron cultivadas durante 48 hrs en presencia
de las diferentes condiciones de cultivo.

Después del tiempo de cultivo, se observo que la adicién de Ado, a diferencia de la
condicion basal, modificé la unién y distribucion de las células tumorales MS751 en
el cultivo, ademas de inducir cambios morfolégicos de tipo mesenquimal
caracterizados por la presencia de prolongaciones del citoesqueleto en forma
dendritica y de filopodios. De manera interesante, la adicion del antagonista
ZM241385 disminuyé notablemente la formacion de las prolongaciones celulares,
observandose células de mayor tamafio, amorfas y muertas, a diferencia de
aquellas en donde se adicion6 MRS1754, en donde solo se observod disminucion de
la formacion de prolongaciones celulares (Figura 6).

Basal Ado Ado+ZM241385 Ado+MRS 1754
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Figura 6. Efecto de Ado en la induccion de cambios morfolégicos de tipo
mesenquimal en células tumorales de CaCu. Células MS751 fueron cultivadas durante
48 hrs en presencia de medio de cultivo basal (Basal); 10uM de Adenosina (Ado); Ado+
ZM241385 (antagonista de A2AR); Ado + MRS1754 (antagonista de A2BR). Los
antagonistas fueron adicionados 30 minutos antes de la adicién de Ado a una concentracién
de 10uM. Se muestran fotografias con objetivo 40x en contraste de fases. Se muestran los
datos de un ensayo representativo de tres realizados de manera independiente.

Por otra parte, la adicion de CGS-21680, agonista de A2AR y A2BR, al cultivo de
células MS751, también indujo cambios en la organizacién de las células en el
cultivo, modificando la distancia entre células, ademas de cambios morfolégicos de
tipo mesenquimal similares a los inducidos por Ado, principalmente con
prolongaciones de tipo filopodio. La adicién del antagonista ZM 241385, a diferencia
del antagonista MRS1754, disminuyd la formacion de las prolongaciones celulares,
ademas de observase la presencia de células muertas en el cultivo celular. En
contraste, la adicion de MRS 1754, generd menor cantidad células muertas, y las
prolongaciones celulares fueron mantenidas (Figura 7).

Basal CGS-21680 CGS+ZM241385 CGS+MRS 1754

Figura 7. Efecto de CGS-21680 en la induccién de cambios morfolégicos de tipo
mesenquimal en células tumorales de CaCu. Células MS751 fueron cultivadas durante
48 hrs en presencia de medio de cultivo basal (Basal); 10 uM de CGS-21680 (Agonista de
A2AR y A2BR) (CGS); CGS+ ZM241385 (antagonista de A2AR); y CGS+ MRS1754
(antagonista de A2BR). Los antagonistas fueron adicionados 30 minutos antes de la adicion
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de CGS a una concentracién de 10 uM. Se muestran fotografias con objetivo 40x en
contraste de fases. Se muestran los datos de un ensayo representativo de tres realizados
de manera independiente.

Por otra parte, la adicion de ya sea ZM241385 o MRS1754 al cultivo de las células
tumorales MS751, no indujo cambios morfologicos de tipo mesenquimal en las
células tumorales (Figura 8). Sugiriendo que la sefializacion de Ado o CGS-21680
es importante para la induccion de cambios morfolégicos de tipo mesenquimal en
las células tumorales.

Basal ZM241385 MRS 1754

Figura 8. Efecto de ZM241385 y MRS1754 en la induccion de cambios morfolégicos
de tipo mesenquimal en células tumorales de CaCu. Células MS751 fueron cultivadas
durante 48 hrs en presencia de medio de cultivo basal (Basal); ZM241385 (antagonista de
A2AR); y MRS1754 (antagonista de A2BR). Se muestran fotografias con objetivo 40x en
contraste de fases. Se muestran los datos de un ensayo representativo de tres realizados
de manera independiente.

Efecto de Ado sobre la migracién de células tumorales de CaCu.

Para examinar si el tratamiento con Ado modificaba la capacidad migratoria de las
células tumorales MS751, se utilizé6 un ensayo de Scratch o herida en cultivos en
monocapa de las células tumorales cultivadas durante 24 hrs bajo las diferentes
condiciones. Después de generar la herida en la monocapa celular, los cultivos
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fueron lavados para eliminar las células desprendidas y mantenidas en cultivo bajo
las mismas condiciones. Se tomaron fotografias inmediatamente después de haber
realizado el rasgado (Tiempo, TO) y después de 24 hrs.

El area del rasgado a TO se consideré como el 100% del area a cubrir. Con ayuda
del programa ImageJ, se determind el nUmero de pixeles que presentaba esta area
al tiempo TO y después de 24 horas. Con esos datos se calcul6 el porcentaje de
cierre del rasgado en cada condicién, como se describié en la metodologia.

Bajo la condicion basal de cultivo, se observé que las células tumorales presentaron
un porcentaje de cierre de 33%, mientras que la adicion de Ado incremento el cierre
del area lesionada a un 49.55%. Es importante mencionar que la adicion del
antagonista ZM241385 al cultivo de las células MS751 en presencia de Ado, redujo
la capacidad migratoria a 20.98%; mientras que la adicion del antagonista
MRS1754, mantuvo la migracion de las células de manera similar a la condicion
basal (Figura 9, Grafica 3).

Basal Ado Ado+ZM241385 Ado+MR517A

Figura 9. Efecto de Ado sobre la capacidad migratoria de células tumorales de CaCu.
Células MS751 fueron cultivadas durante 24 hrs en presencia de medio de cultivo basal
(Basal); 10puM de Adenosina (Ado); Ado + ZM241385 (antagonista de A2AR); Ado +
MRS1754 (antagonista de A2BR). Los antagonistas fueron adicionados 30 minutos antes

27



Hoyos Cardenas E.Y

de la adicion de Ado a una concentracion de 10uM. La monocapa celular fue rasgado con
la punta de una micropipeta de 10 L, los cultivos fueron lavados para eliminar las células
desprendidas con solucién de lavado y posteriormente mantenidos bajo las mismas
condiciones. Se tomaron fotografias inmediatamente después de haber realizado el
rasgado (Tiempo, TO) y después de 24 hrs cultivadas bajo las condiciones. Se muestran
fotografias con objetivo 10x de un ensayo representativo de 3 realizados de manera
independiente.
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Grafica 3. Efecto de Ado sobre la capacidad migratoria de células tumorales de CaCu.
Células MS751 fueron cultivadas durante 24 hrs en presencia de medio de cultivo (Basal);
10uM de Adenosina (Ado); Ado + ZM241385 (antagonista de A2AR); Ado + MRS1754
(antagonista de A2BR). Los antagonistas fueron adicionados 30 minutos antes de la adicion
de Ado a una concentracién de 10uM. La monocapa celular fue rasgado con la punta de
una micropipeta, los cultivos fueron lavados para eliminar las células desprendidas y
posteriormente mantenidos bajo las mismas condiciones. Se tomaron fotografias
inmediatamente después de haber realizado el rasgado (Tiempo, TO) y después de 24 hrs.
Se muestran los porcentajes de cierre del area lesionada después de 24 hrs en cada
condicion de cultivo. Ensayo representativo de 3 realizados de manera independiente. *
denota la diferencia significativa a una p<0.05 en relacion con la condicién basal.

Por otra parte, la adicion del agonista CGS-21680 incremento la capacidad de cierre
de las células MS751 a un 42.9%, y la adicion del antagonista ZM241385 en
presencia de CGS-21680 mantuvo la capacidad migratoria similar a la condicion
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basal (30%); mientras que la adicion de MRS 1754 en presencia de CGS-21680,
incremento la capacidad de cierre a 39% (Figura 10, Gréfica 4).

Basal CGS CGS+ZM241385 CGS+MRS17A

TO

24 hrs

Figura 10. Efecto de Efecto de CGS-21680 sobre la capacidad migratoria de células
tumorales de CaCu. Células MS751 fueron cultivadas durante 24 hrs en presencia de
medio de cultivo basal (Basal); 10uM de CGS-21680 (Agonista de A2AR y A2BR) (CGS);
CGS+ ZM241385 (antagonista de A2AR); y CGS+ MRS1754 (antagonista de A2BR). Los
antagonistas fueron adicionados 30 minutos antes de la adicion de CGS a una
concentracion de 10uM. La monocapa celular fue rasgada con la punta de una micropipeta,
los cultivos fueron lavados con solucion de lavado para eliminar las células desprendidas y
posteriormente mantenidos bajo las mismas condiciones. Se tomaron fotografias
inmediatamente después de haber realizado el rasgado (Tiempo, TO) y después de 24 hrs
cultivadas bajo las condiciones. Se muestran fotografias con objetivo 10x de un ensayo
representativo de 3 realizados de manera independiente.
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Gréfica 4. Efecto de CGS-21680 sobre la capacidad migratoria de células tumorales
de CaCu. Células MS751 fueron cultivadas durante 24 hrs en presencia de medio de cultivo
(Basal); 10pM de CGS-21680 (Agonista de A2AR y A2BR) (CGS); CGS+ ZM241385
(antagonista de A2AR); y CGS+ MRS1754 (antagonista de A2BR). Los antagonistas fueron
adicionados 30 minutos antes de la adicion de CGS a una concentracion de 10uM. La
monocapa celular fue rasgada con la punta de una micropipeta, los cultivos fueron lavados
para eliminar las células desprendidas y posteriormente mantenidos bajo las mismas
condiciones. Se tomaron fotografias inmediatamente después de haber realizado el
rasgado (Tiempo, TO) y después de 24 hrs. Se muestran los porcentajes de cierre del area
lesionada después de 24hrs en cada condicion de cultivo. Ensayo representativo de 3
realizados de manera independiente. * denota la diferencia significativa a una p<0.05 en
relacion con la condicién basal.

Finalmente, con la finalidad de analizar el efecto per se de los antagonistas
ZM241385 y MRS1754 sobre la capacidad migratoria de las células tumorales
MS751, se observo que las células tumorales cultivadas con medio de cultivo basal
presentaron un porcentaje de cierre promedio de 34%, mientras que las células
tratadas con ZM241385 y MRS1754 mostraron un porcentaje de cierre de (26% y
32%) respectivamente (Figura 11, Gréfica b5).
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Figura 11. Efecto de ZM241385 y MRS1754 sobre la capacidad migratoria de células
tumorales de CaCu. Células MS751 fueron cultivadas durante 24 hrs en presencia de
medio de cultivo (Basal); ZM241385 (antagonista de A2AR); y MRS1754 (antagonista de
A2BR). La monocapa celular fue rasgada con la punta de una micropipeta, los cultivos
fueron lavados con solucién de lavado para eliminar las células desprendidas y
posteriormente mantenidos bajo las mismas condiciones. Se tomaron fotografias
inmediatamente después de haber realizado el rasgado (Tiempo, TO) y después de 24 hrs
cultivadas bajo las condiciones. Se muestran fotografias con objetivo 10x de un ensayo
representativo de 3 realizados de manera independiente.
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Grafica 5. Efecto de ZM241385 y MRS1754 sobre la capacidad migratoria de células
tumorales de CaCu. Células MS751 fueron cultivadas durante 24 hrs en presencia de
medio de cultivo (Basal); ZM241385 (antagonista de A2AR); y MRS1754 (antagonista de
A2BR). La monocapa celular fue rasgada con la punta de una micropipeta, los cultivos
fueron lavados para eliminar las células desprendidas y posteriormente mantenidos bajo
las mismas condiciones. Se tomaron fotografias inmediatamente después de haber
realizado el rasgado (Tiempo, TO) y después de 24 hrs. Se muestran los porcentajes de
cierre del area lesionada después de 24hrs en cada condicion de cultivo. Ensayo
representativo de 3 realizados de manera independiente.

9. ANALISIS DE RESULTADOS

La generacion de Ado en el microambiente tumoral a través de la actividad funcional
de la via adenosinérgica constituye uno de los mecanismos implicados en el
desarrollo de diferentes tipos de cancer, ya que la sefalizacién de adenosina sobre
receptores purinérgicos tipo 1 (A1R, A2AR, A2BR y A3R) en las células tumorales
esta relacionada con actividades protumorales tales como: resistencia a drogas,
proliferacion, migracion y metastasis de las células tumorales, ademas de la
supresion de la respuesta inmune antitumoral (Gessi et al., 2007; Airas et al., 1995;
Stagg et al., 2010; Wang L et al., 2011). De hecho, en un microambiente tumoral
hipoxico la expresion del factor inducible por hipoxia 1a (HIF1a) en las células
tumorales controla la expresion de diversos genes, entre ellos, los que codifican
para las ectonucleotidasas CD39, CD73 (Allard B, 2014; Gacche RN, 2013; Aherne
CM, et al, 2011; Feoktistov I et al., 2003; Go'rlach A et al., 2009) y factores de
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crecimiento como VEGF y TGF-f, que a su vez, favorecen el flujo sanguineo
intratumoral, ademas de la proliferacion y migracion celular (Mujoomdar M, et al,
2004; Dewhirst MW, 2004; Gessi S, et al.,, 2011). Nuestro grupo de trabajo
recientemente reporté que la sefalizacion de Ado sobre A2AR y A2BR en células
tumorales de CaCu indujo la produccién de TGF-B, y que este factor es importante
para mantener de manera autocrina la actividad adenosinérgica en las células
tumorales (Garcia-Rocha et al, 2019). Con base en ello, en este trabajo de
investigacion se analizo el efecto de Ado sobre la proliferacion y viabilidad celular,
asi como en la induccién de cambios morfolégicos y migracién de células tumorales
de CaCu. Para ello, células tumorales MS751 (VPH-18+) fueron cultivadas en
presencia de Ado y un agonista de A2AR y A2BR (CGS-21680). De manera
interesante, ambas moléculas aumentaron marginalmente la proliferacion celular
entre 6-8%. Sin embargo, el bloqueo de A2AR con el antagonista especifico
ZM241385 en presencia de adenosina y CGS-21680, disminuyo la proliferacién un
1.8% Yy 11.2% respectivamente comparandolas con la condicion basal; mientras que
el bloqueo de A2BR con el antagonista especifico MRS1754, indujo aumento en la
proliferacion celular entre 6.8 y 4.5%, sugiriendo que la sefializacion a través de los
receptores A2A y A2B puede modular la viabilidad y el estatus proliferativo de las
células tumorales de CaCu. Por otra parte, el cultivo de las células MS751 en
presencia de Ado o CGS-21680, indujo cambios morfolégicos de tipo mesenquimal
e incrementd la capacidad migratoria de las células tumorales. La adicién del
antagonista ZM241385, revirti6 de manera importante tanto la generacion de
cambios morfolégicos, como la capacidad migratoria de las células tumorales.
Sugiriendo un papel relevante de la sefializacién de Ado sobre A2AR para mantener
la viabilidad y capacidad migratoria de las células tumorales de CaCu.

Se ha demostrado que tanto el ATP como la Ado, generada por la hidrélisis de ATP
a través de la via adenosinérgica, al sefalizar los receptores purinérgicos
dispuestos en la membrana de las células tumorales, causan la entrada de calcio y
la activacion de mudultiples MAP cinasas involucradas en vias asociadas con la
proliferacion celular y la migracion de las células tumorales (Stefano et al., 2007;
Wagstaff et al., 2000; Ohta A et al., 2006, Sitkovsky MV et al., 2004). De hecho, la
Ado puede activar varias vias de sefializacion corriente abajo; por ejemplo, se ha
reportado que la activacion sostenida de A2AR (receptor de alta afinidad para Ado)
gue reclutan proteinas G, incrementa la actividad de adenilato ciclasa, lo que
conduce a la activacién en serie de moléculas de sefalizacion como PKA, PLC y
PKC, resultando en un aumento de la capacidad proliferativa y migraciéon (Ryzhov
S, 2009; Fernandez Gallardo et al., 2016). Por otro lado, la sefalizacion a través de
A2BR parece regular la apoptosis, ya que, en células troncales de cancer de mama,
se ha observado que al sefalizar A2BR con el agonista BAY606583 aumento la
expresion de Bax, se indujo la activacion de caspasa-6 y disminuyo la expresion de
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Bcl-2 activando en consecuencia la apoptosis (Jafari, et al., 2017). Asimismo, a
través de dicha interaccion, también se ha reportado que la Ado puede regular la
viabilidad celular a través de la inhibicion de ERK1/2 en células troncales
cancerosas (CSC), la cual puede reducir la viabilidad celular y la formacion de
esferoides, e inducir apoptosis en las CSCs (Ciccarelli, et al., 2016). ERK1/2 es un
miembro importante de la superfamilia de la proteina cinasa activada por mitdgeno,
desempefia un papel crucial en la regulacion de la proliferacion celular y la apoptosis
en respuesta a diversos estimulos en el cancer (Gee. et al., 2001; Mebratu, et al.,
2009). Con base en nuestros resultados, observamos que el bloqueo de A2AR en
las células MS751 cultivadas en presencia de Ado incrementd ligeramente el
namero de células no viables, sugiriendo entonces que la sefalizacion de Ado a
través de A2AR pueda modificar la viabilidad celular; mientras que, la sefializacion
a través de A2BR, conduzca a disminuir la viabilidad e incrementar la capacidad
migratoria de las células tumorales.

Por otra parte, una de las principales funciones de Ado en el cancer es su capacidad
de inhibir la respuesta inmune antitumoral, facilitando la progresion tumoral y la
metéstasis al hacer que las células tumorales sean resistentes a las células
defensoras del huésped (Ghiringhelli et al., 2012; Young et al., 2014). Ademas,
algunos estudios han reportado una relacion en la actividad de los nucledsidos con
los receptores purinérgicos con la induccién de la transicion epitelio mesénquima
(TEM) y el incremento de la capacidad migratoria de las células tumorales
(Burnstock et al., 2013). En nuestro estudio encontramos que la adicion de 10uM
de Ado indujo cambios morfolégicos de tipo mesenquimal en las células tumorales,
desarrollando extensiones del citoesqueleto de tipo filopodio y dendritica, ademas
de crecimiento de las células en varias direcciones. Es importante mencionar que el
blogueo de A2R con el antagonista especifico ZM241385, redujo la formacién de
las extensiones celulares, sin embargo, no corrigio el crecimiento desordenado de
las células, lo cual es probable que se deba a la interaccion de Ado con receptores
diferentes a A2AR y A2BR. En este contexto, recientemente se reportd que la
sefalizacion de A3R con Ado en células de cancer de mama indujo cambios en el
patrén de motilidad en las células tumorales, relacionado con la distribucion focal de
dicho receptor (Ledderose et al., 2016). Cabe destacar que el cambio morfologico
en las células MS751 inducido por Ado, también se asocié con un aumento en la
capacidad migratoria, ya que de un 33% de cierre de la herida de la monocapa en
la condicion basal de cultivo, éste incremento a un 49% cuando se adicioné Ado.
No obstante, el bloqueo del A2AR con el antagonista especifico ZM241385, redujo
el porcentaje de cierre a un 20%. Este efecto fue corroborado al cultivar las células
MS751 en presencia de CGS-21680, el cual incrementé el cierre de la herida a un
42%, y fue revertido a un 30% tras la adicion del antagonista ZM241385. Estos
resultados concuerdan con experimentos realizados con células de cancer de

34



Hoyos Cardenas E.Y

mama murino, donde la activacion de A2AR con un agonista especifico provocé que
las células epiteliales tumorales aumentaran su capacidad migratoria (Beavis et
al., 2012). Asimismo, Kuzumaki y colaboradores en 2012 demostraron que el uso
del antagonista de A2AR, SCH58261, asi como la desregulacion de A2AR con RNA
de interferencia, disminuyeron la viabilidad y capacidad migratoria de la linea H1975
de células no pequefias de cancer de pulmon. Ademas, se ha propuesto que la
sefalizacion a través de A2BR module la TEM al cambiar el equilibrio entre las vias
PKA y ERK (Giacomelli C, et al. 2018) y se favorezca el crecimiento tumoral
(Fernandez-Gallardo M, et al., 2016). En este sentido, también se ha demostrado
que la sefalizacion de A2BR mediante Ado en células endoteliales, modula la
expresion de factores angiogénicos VEGF, bFGF e IL-8 para inducir la
neovascularizacion en el area que rodea el tumor (Feoktistov | et al., 2002; Dubey
RK, 2002).

En otros estudios se ha encontrado que la activacion de A3AR induce la inhibicién
del crecimiento celular y la apoptosis en las células tumorales mediante la
regulacion de varias moléculas como cdks, ciclinas, proteinas de la familia Bcl-2 y
caspasas (Abedi et al., 2014, Aghaei et al., 2011; Kim et al., 2008; Lee y col., 2005).
Sin embargo, los mecanismos moleculares subyacentes por los cuales los
receptores adenosinérgicos regulan la proliferacién y la migracién/invasion de las
células tumorales siguen sin ser establecidos, dado que dicha actividad depende
tanto de la concentracion de Ado como de la afinidad de este nucledsido a cada
receptor. En consecuencia, seria importante analizar en estudios posteriores si la
sefalizacion de Ado sobre A1R y A3R tendria un efecto sobre las actividades
protumorales en las células de CaCu. Lo cual puede ser de gran relevancia para
poder establecer nuevas estrategias terapéuticas que incluyan el antagonismo de
los receptores adenosinérgicos con quimioterapia, radiacion e incluso empleo de
blogueadores de punto de control inmune (CTLA-4, PD-1/PDL-1).
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10.CONCLUSIONES

La sefalizacion de Ado a través de A2AR y A2BR parece mantener la
viabilidad y el estatus proliferativo de las células tumorales MS751 de CacCu.
Debido a que el bloqueo de estos receptores redujo la viabilidad y
proliferacion de las células tumorales.

El antagonismo especifico de A2AR revirtio la generacion de cambios
morfolégicos inducidos por Ado en las células tumorales MS751, sugiriendo
un papel importante de la sefializacion a través de este receptor para inducir
la TEM en estas células tumorales.

El antagonismo especifico de A2AR revirtio el incremento de la capacidad
migratoria inducida por Ado en las células tumorales MS751 de CaCu,
sugiriendo un papel en la sefalizacion a través de este receptor para inducir
la migracién celular.
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11. PERSPECTIVAS

Con la finalidad de profundizar en el analisis de la participacion de Ado sobre las
actividades protumorales en células de CaCu, seria recomendable:

- Utilizar agonistas especificos para A2AR y A2BR; asimismo analizar la
sefalizacion a través de A1R y A3R.

- Para corroborar el papel de A2AR y A2BR en la proliferacién, induccion de la TEM
y capacidad migratoria de las células tumorales de CaCu, seria interesante emplear
células tumorales desreguladas en la expresion de estos receptores.

- Analizar si el bloqueo de los A2AR y A2BR en un modelo tumoral de CaCu in vivo
reduce el crecimiento tumoral.
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