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RESUMEN 

La interleucina 10 (IL-10) es una citocina detectada en sueros y tejidos de 

pacientes con cáncer cérvico-uterino (CaCu) que posee propiedades 

inmunosupresoras y es producida por células del sistema inmune. Además, estudios 

previos han demostrado que estas células son capaces de producir la IL-10 a través 

de la activación de receptores para adenosina (A2R). Asimismo, la IL-10 es capaz 

de disminuir la expresión de antígenos leucocitarios humanos clase I (HLA-I) 

afectando el reconocimiento inmune de células tumorales y su eliminación por los 

linfocitos T citotóxicos (LTCs). El objetivo de este trabajo fue analizar si la vía 

adenosinérgica participa en la producción de la IL-10, disminuyendo la expresión de 

moléculas HLA-I en células tumorales de CaCu y protegiéndolas del reconocimiento 

inmune mediado por los LTCs. 

Los resultados demostraron que la presencia de monofosfato de adenosina 

(AMP) o adenosina en cultivos de líneas celulares de CaCu CaSki y HeLa 

aumentaron significativamente los niveles de la IL-10. Además, el silenciamiento de 

CD73 (ectoenzima que produce adenosina) y el bloqueo de A2BR disminuyó los 

niveles de la IL-10, revirtiendo completamente el efecto de la adenosina y 

demostrando que esta vía es importante para la síntesis de la IL-10. Sin embargo, 

cuando las líneas celulares de CaCu se cultivaron en presencia de altas 

concentraciones de AMP y adenosina (> 10 M), la expresión de HLA-I disminuyó 

más del 50%. De manera interesante, el silenciamiento de CD73 y el bloqueo de 

A2BR evitó la disminución de la expresión de HLA-I, revirtiendo el efecto del AMP o 

la adenosina.  

Finalmente, un ensayo de citotoxicidad demostró que la disminución de la 

expresión de HLA-I a través de la IL-10 generada por la activación del receptor 

A2BR, protege a las células tumorales de la lisis mediada por los LTCs, sugiriendo 

la presencia de un mecanismo de retroalimentación entre la vía adenosinérgica, la 

IL-10 y la disminución de HLA-I en células de CaCu. El bloqueo de la actividad de 

CD73 o de A2BR mejoró la respuesta inmune antitumoral, sugiriendo que estas 

moléculas podrían ser propuestas como posibles blancos terapéuticos. 
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ABSTRACT 

 Interleukin 10 (IL-10) is an important cytokine widely studied and detected 

in tissues and sera in patients with cervical cancer (CeCa), it is produced by tumor 

cells and a wide variety of immune cells, possessing immunosuppressive properties. 

Nevertheless, immune cells are able to produce IL-10 through activation of 

adenosine receptors (A2R), which are activated by high adenosine concentrations. 

In addition, previous studies provided evidence that IL-10 downregulated the HLA-I 

expression, affecting the presentation of tumor antigens and consequently avoiding 

recognition and lysis by cytotoxic T lymphocytes (CTLs). The purpose was to 

analyze whether IL-10 produced by adenosinergic pathway is involved in 

downregulation of HLA-I expression in cervical cancer cells, protecting them against 

CTL-mediated immune recognition.    

 The results showed that the presence of adenosine monophosphate (AMP) 

or adenosine in cultures of cervical cancer cells (CaSki and HeLa) induced a 

significant increase in the production of IL-10. In addition, the silencing of CD73 

(ectoenzyme that dephosphorylate AMP to produce adenosine) reversed this effect, 

decreasing the levels of IL-10 as in negative control. On the other hand, the blocking 

of A2BR completely reversed the adenosine effect to increase the production of IL-

10, demonstrating that this pathway is important for the synthesis of this 

immunosuppressive cytokine. However, when cervical cancer cells were cultured in 

the presence of high concentrations of AM and adenosine (> 10 M) decreased more 

than 50% their HLA class I expression. Interestingly, the silencing of CD73 using 

siRNAs and the blocking of A2BR using a specific antagonist inhibited the 

downregulation of HLA-I expression, reversed the AMP or adenosine effect. 

 Finally, a cytotoxicity test demonstrated that downregulation of HLA-I 

expression through the IL-10 generated by A2BR activation protects cervical cancer 

cells, evading immune recognition, suggesting the presence of a feedback loop 

encompassing the adenosinergic pathway, IL-10, and the downregulation of HLA-I 

molecules in cervical cancer cells. These findings could provide therapeutic targets 

for cancer treatment. Blocking the activity of CD73 and A2BR enhanced the antitumor 

immune response, suggesting these molecules as possible therapeutic targets. 
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ANTECEDENTES 

 

Cáncer 

 

El cáncer es una proliferación acelerada, desordenada e incontrolada de una 

o algunas células de un tejido que invaden, desplazan y destruyen tanto al mismo 

órgano donde se inició el tumor, así como a otros tejidos sanos del organismo. Las 

causas que provocan tales cambios en la célula se deben a la acumulación de 

alteraciones genéticas inducidas por agentes físicos, químicos o biológicos (Karp, 

2006). 

 

Las células cancerosas presentan diversas propiedades que las hacen 

peligrosas para el huésped debido a que ignoran las señales internas y externas 

que regulan la proliferación celular, evitan el suicidio por apoptosis, son 

genéticamente inestables, escapan de sus tejidos de origen adquiriendo una 

capacidad invasiva, sobreviven y proliferan en entornos ajenos generando 

metástasis. La combinación de estas características es lo que hace que el cáncer 

sea especialmente peligroso (Alberts et al., 2004; Hernández y Ríos, 1999). 

 

El cáncer es una de las principales causas de muerte a escala mundial. En 

el año 2018 se registraron 18.1 millones de casos nuevos de cáncer y 9.6 millones 

de defunciones ocurridas en todo el mundo. Cerca del 70% de las defunciones por 

cáncer se registraron en países menos desarrollados. Se prevé que el número de 

defunciones por cáncer siga aumentando en todo el mundo y supere los 29.5 

millones en 2040. Los tipos de cáncer con más tasa de mortalidad al año son: cáncer 

de pulmón, hígado, estómago, colon, mama, esófago, próstata y cérvico-uterino. Sin 

embargo, en hombres se presentan con mayor frecuencia el cáncer de pulmón, 

próstata, colon y testículo, mientras que en las mujeres destacan el cáncer de 

mama, colon, tiroides y cérvico-uterino (Globocan, IARC, 2020). 
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Cáncer cérvico-uterino  

 

Según la Organización Mundial de la Salud, el cáncer cérvico-uterino (CaCu), 

es una de las principales causas de defunción por tumores malignos en las mujeres, 

representando el tercer lugar de incidencia y mortalidad a nivel mundial con 569,847 

(6.6%) nuevos casos y 311,365 (3.3%) muertes en el año 2018, de los cuales el 

70% de los casos corresponden a los países en vías de desarrollo (OMS, 2020). 

 

En México, los tumores malignos con mayor incidencia en mujeres fueron 

cáncer de mama (39.5%), las neoplasias de tiroides (14.6%) y cáncer de cuello 

uterino (11%) durante el año 2018. Además, la principal causa de defunciones en 

mujeres por tumores malignos fue por cáncer de mama (9.9 por cada 100 mil 

habitantes de 20 años y más); seguida de cáncer cérvico-uterino (5.8 por cada 100 

mil) y cáncer colorectal (5.2 por cada 100 mil). Según el INEGI, el porcentaje más 

alto de prevalencia en neoplasias malignas de cuello uterino y útero se concentra 

en la población de mujeres de entre 40 a 59 años (representa el 48% de las 

pacientes con tumores malignos), (INEGI, 2018). Sin embargo, cada vez es más 

común ver a mujeres que a edades de 20 y 30 años se les diagnostica cáncer 

cérvico-uterino (4.1%), (Globocan, 2020; IARC, 2020). 

 

El cáncer de cuello uterino es una neoplasia maligna del cuello del útero, 

desde el punto de vista histológico, el cáncer suele aparecer en la zona de 

transformación cervical, es decir, el área de la mucosa cervical situada entre la unión 

escamosa-cilíndrica original y la unión escamosa-cilíndrica nueva o restaurada 

(Alvarado et al., 2009; Chavaro et al., 2009).  

 

En los países en desarrollo, entre el 90 y 95% de los cánceres invasores del 

cuello uterino corresponden histológicamente a tumores de células escamosas o 

carcinomas y entre el 2 y el 5% son adenocarcinomas (Globocan, 2020; IARC, 

2020).  
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Conforme avanza la invasión del estroma, la enfermedad se vuelve 

clínicamente evidente y revela varios patrones de proliferación. En las fases más 

tempranas de la invasión estrómica, el carcinoma cérvico-uterino puede no causar 

síntomas ni manifestaciones clínicas y, por consiguiente, se le conoce como 

carcinoma invasor preclínico. La forma más temprana del carcinoma invasor se 

reconoce histológicamente como carcinoma microinvasor. Son cánceres que no han 

invadido más allá de 5 mm de profundidad y 7 mm de ancho hacia el estroma 

cervical subyacente. (Alonso de Ruíz et al., 2005; Chavaro et al., 2009). 

 

En las etapas avanzadas de la enfermedad se presenta metástasis a 

distancia, que suele afectar a los nódulos paraaórticos, los pulmones, el hígado, los 

huesos y otro tipo de estructuras. En la tabla 1 se presenta el sistema de 

clasificación más difundido para el carcinoma cérvico-uterino, elaborado por la 

Federación Internacional de Ginecología y Obstetricia (FIGO). Se trata básicamente 

de un sistema de clasificación clínica basado en el tamaño del tumor, la extensión 

del cáncer en la pelvis y la diseminación de la enfermedad a órganos distantes 

(Montalvo et al., 2011). 

 

Tabla 1. Clasificación del carcinoma cérvico-uterino de acuerdo a la FIGO.  

Etapa Descripción 

I Tumor confinado al cuello uterino 

IA Tumor con invasión diagnosticado por Patología con una profundidad máx. de 5 mm medida desde la capa basal 

y una extensión horizontal menor o igual a 7 mm. 

IA1 Invasión estromal menor o igual a 3 mm y extensión horizontal menor o igual a 7 mm. 

IA2 Invasión estromal mayor de 3 mm pero menor de 5 mm, y extensión horizontal menor o igual a 7 mm. 

IB Tumor clínicamente visible confinado al cérvix o estapas pre-clínicas mayores al estadio IA. 

IB1 Lesión clínicamente visible menor o igual a 4 cm en su dimensión mayor. 

IB2 Lesión clínicamente visible mayor de 4 cm en su dimensión mayor. 

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

IIA Tumor que invade fondos de saco vaginal sin invasión parametrial. 
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IIA1 Tumor menos de 4 cm. 

IIA2 Tumor mayor de 4 cm. 

IIB Tumor con invasión parametrial, sin llegar a la pared pélvica. 

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

excluido o disfunción renal. 

IIIA El tumor involucra el tercio inferior de la vagina y no se extiende a la pared pélvica. 

IIIB El tumor se extiende a la pared pélvica y/o causa hidronefrosis, riñón excluido o disfunción renal. 

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

rectal. El edema buloso no se considera enfermedad metastásica. 

IVA El tumor invade a la mucosa de la vejiga o recto y/o se extiende más allá de la pelvis verdadera. 

IVB Metástasis a distancia. 

 

El riesgo de desarrollar cáncer cérvico-uterino incrementa con el comienzo 

temprano de la actividad sexual, el número de parejas sexuales, el uso prolongado 

de anticonceptivos orales y el tabaquismo. En México se ha asociado con factores 

relacionados con la pobreza, tales como baja escolaridad, desempleo, residencia 

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

 

A principios de los años 80’s, el grupo de investigación del doctor Harald Zur 

Hausen demostró que los virus del papiloma humano (VPH) son los agentes 

infecciosos responsables de la transformación neoplásica del epitelio cervical 

(Muñoz, 2000; López y Lizano, 2006). Esta hipótesis fue validada por hallazgos de 

secuencias genómicas del VPH en el 99.7% de los casos de cáncer cérvico-uterino 

invasor (de Villiers y Zur Hausen, 1981; Zur Hausen, 1982; López et al., 2008). 

 

Virus del Papiloma Humano (VPH) 

 

Los virus del papiloma son miembros de la familia Papillomaviridae la cual 

comprende una serie de virus específicos del huésped, que han sido detectados en 

muchas especies animales, así como en humanos (Burd, 2003, Knipe et al., 2006).  
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Se han descrito más de 200 papilomavirus con base a las diferencias en sus 

secuencias genómicas, identificándose alrededor de 100 tipos específicos para 

humanos (de Villiers et al., 2004), de los cuales al menos 30 son capaces de infectar 

la mucosa genital (Stanley, 2012). 

 

Los VPH se clasifican de acuerdo a las diferencias en las secuencias del gen 

L1 que codifican la proteína mayoritaria de la cápside L1. Se trata de un gen bien 

conservado entre todos los miembros de la familia Papillomaviridae. Por lo tanto, se 

habla de género de VPH, cuando existe menos de un 60% de homología, de especie 

entre 60 y 70%, de tipo entre 71 y 89%, de subtipo entre 90 y 98% y de variante 

cuando existe aproximadamente un 98% de homología en la secuencia del gen que 

codifica la proteína L1 (Burd, 2003).  

 

Las variantes de VPH son clasificadas en tipos de bajo (VPH-BR) y de alto 

riesgo (VPH-AR)  de acuerdo con la posibilidad de desarrollar lesiones 

intraepiteliales y CaCu, tal como se muetra en la tabla 2 (Burd, 2003, Zur Hausen, 

2002). Los VPH de alto riesgo se han identificado en 90-95% de lesiones invasivas 

del cérvix, los tipos 16 y 18 se han encontrado aproximadamente en el 50-70% de 

los carcinomas y otros tipos como el 31, 33, 35, 51, 52, 58 dan cuenta de los casos 

restantes (Melo et al., 2003; Muñoz y Bosch, 1997).  

 

TIPO DE VPH RIESGO ONCOGÉNICO 

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 82, 26, 53, 66, 73 Alto riesgo 

6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, CP6108 Bajo riesgo 

 
Tabla 2. Clasificación de algunos tipos de VPH. Los VPH se clasifican de acuerdo al riesgo 
oncogénico que presentan (Tomado y modificado de Burd, 2003). 

 

Estructura y genoma del VPH 

 

El VPH es un virus pequeño, sin envoltura y mide aproximadamente 55 nm 

de diámetro. Tiene una cápside icosaédrica compuesta de 72 capsómeros, la cual 
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contiene por lo menos 2 proteínas, L1 y L2. Cada capsómero es un pentámero de 

la proteína L1 (Burd, 2003).  

 

El genoma del VPH está compuesto por una doble cadena de ADN circular 

que contiene aproximadamente 7,900 pares de bases (pb) asociado con histonas. 

El genoma esta funcionalmente dividido dentro de 3 regiones, la primera es la región 

reguladora de 400 a 1,000 pb, la cual es conocida como Región Larga de Control 

(RLC); la segunda es una región temprana, que consiste de fragmentos abiertos de 

lectura E1, E2, E4, E5, E6 y E7, las cuales están involucradas en la replicación viral 

y oncogénesis; la tercera es una región tardía, la cual codifica las proteínas 

estructurales de la cápside del virus L1 y L2 (Figura 1) (Burd, 2003). 

 

 

                 

Figura 1. Estructura y organización del genoma del VPH. Se muestran las regiones del genoma 
viral y sus principales proteínas (Tomado y modificado de Doorbar, 2006; Picconi, 2013).  

 

Ciclo de infección del VPH 

 

Aunque el epitelio escamoso parece ser el principal sitio de infección por el 

VPH, también se ha visto que ésta puede ocurrir sobre las células primitivas o “de 

reserva”, que dan origen tanto al epitelio exo como al endocervical del tracto genital 

femenino.  
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Se cree que el virus entra al organismo a través de pequeños cortes o 

abrasiones de la piel o las mucosas. El virus debe llegar a la capa basal del epitelio 

o a células de metaplasia escamosa inmadura. El inicio de la replicación viral puede 

observarse en el estrato basal del epitelio, en donde sólo se expresan los genes de 

la región temprana, pero la producción de partículas virales completas ocurre sólo 

en el estrato superficial, cuando la célula deja de dividirse y pasa a la diferenciación 

terminal, lo que implica una conexión entre la diferenciación celular y la expresión 

genómica viral (Burchell et al., 2006).  

 

De acuerdo al tiempo en que los genes virales se expresan, son designados 

como tempranos y tardíos. Los genes tempranos (E1, E2, E4, E5, E6, E7) son 

reguladores no estructurales y están relacionados con el control de la replicación 

del ADN viral y expresión genética del virus (Zur Hausen, 2002). Las proteínas E1 

y E2 facilitan la correcta segregación de los genomas durante la división celular 

(Wilson et al., 2002). El gen E2 codifica dos productos proteicos, uno de ellos 

estimula y otro inhibe la transcripción de los otros genes de la región temprana. Los 

genes E5, E6 y E7 tienen que ver con las propiedades transformadoras del virus, y 

E4 codifica una serie de proteínas importantes para la replicación y maduración 

viral. En la mayoría de los tipos de VPH la proteína E2 se une a la región del 

promotor temprano y disminuye y regula la expresión de E6/E7; la pérdida de E2 es 

por lo tanto, el primer paso en la transformación y es lo que ocurre cuando comienza 

la integración viral, al romperse el punto de transcripción de los genes E1 y/o E2, lo 

que resulta en una sobreexpresión de los genes E6/E7. La expresión de las 

proteínas E6 y E7 estimula el progreso de la fase del ciclo celular G1 a S (Chow et 

al., 2010; Doorbar, 2007). 

 

Los genes tardíos (L1 y L2) se expresan en las fases finales de la infección y 

codifican proteínas estructurales relacionadas con el ensamblaje de las partículas 

virales (proteínas de la cápside). La transcripción de estos genes parece estar 

mediada por reguladores celulares de la transcripción, producidos sólo cuando la 

célula escamosa se diferencia (célula intermedia y superficial), lo que explica su 
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baja concentración en lesiones intraepiteliales de alto grado o en carcinomas 

invasivos (Figura 2) (Doorbar, 2007; Stanley, 2012). 

 

 

Figura 2. Ciclo de infección del VPH. Eventos clave que ocurren después de la infección por VPH, 
tales como la expresión de las proteínas virales a lo largo de las capas epiteliales (Tomado y 
modificado de Doorbar, 2006).  

 

El VPH puede infectar el tracto genital femenino durante varios años con un 

bajo perfil de expresión, lo que genera una muy pobre respuesta inmune innata 

(Tindle, 2002). Cuando logra establecerse, una respuesta adaptativa es más 

eficiente, y por eso, aunque la tasa de infección es muy alta, no todas las infecciones 

progresan hasta CaCu (Doorbar, 2006). La mayoría de las lesiones leves o 

moderadas se revierten espontáneamente en individuos inmunocompetentes.  

 

Se sabe que más del 70% de las adolescentes sexualmente activas y 

mujeres jóvenes adquieren una infección por VPH. Sin embargo, la mayoría son 

transitorias y solo cerca del 25% desarrollan lesiones intraepiteliales de bajo grado 

(LIEBG). Después, solo del 20% al 40% de estas pacientes tendrán lesiones de alto 

grado (LIEAG). Esto significa que aquellas mujeres que en alguna ocasión 

adquieren un VPH, solo 5 o 10% de ellas desarrollarán una lesión de alto grado, 

mientras que cerca del 90% de las mujeres infectadas no mostrarán evidencia 

alguna del tipo viral adquirido después de 12 a 36 meses (Hildesheim et al., 1994; 

Ho et al., 1998). 
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El hecho de que sólo una pequeña fracción de las mujeres infectadas 

desarrolle cáncer sugiere que  el estado inmune tiene un impacto significativo sobre 

la capacidad de detectar la infección o sobre la progresión de la misma, 

encontrándose una incidencia 17 veces mayor de infección genital por el VPH en 

pacientes inmunosuprimidos (Burd, 2003; Melo et al., 2003; Zur Hausen, 2002). 

 

Sin embargo, cuando la infección es persistente y el sistema inmune está 

deprimido, puede darse lugar a la integración del genoma del VPH a la célula 

hospedera y eventualmente, al desarrollo de una lesión que puede derivarse hacia 

tumores avanzados (Zur Hausen, 2000; Gariglio et al., 1992; Hilders et al., 1994; 

Guzmán-Rojas et al., 1998). 

 

Inmunoedición del cáncer 

 

Desde los años 1950, Lewis Thomas propuso el concepto de 

inmunovigilancia, el cual predice que el sistema inmune puede reconocer 

precursores del cáncer y, en la mayoría de los casos, destruir aquellos precursores 

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

 

Sin embargo, la idea de la inmunovigilancia del cáncer fue aceptada en los 

años noventa cuando modelos experimentales con animales utilizando ratones 

knockout validaron la existencia de la inmunovigilancia del cáncer. Actualmente, el 

proceso que va de la inmunovigilancia al escape inmune, forma parte de un 

concepto nuevo conocido como inmunoedición del cáncer, el cual se compone de 

tres fases esenciales: eliminación, equilibrio y escape (Dunn et al., 2002) (Figura 3).  



 12 

 

Figura 3. Las tres fases de la inmunoedición del cáncer. La inmunoedición es el resultado de tres 

procesos que funcionan de forma independiente o en secuencia para controlar y dar forma al cáncer 

(Tomado y modificado de Schreiber et al., 2011).  

 

Eliminación 

En esta fase, las moléculas y células de la inmunidad innata y adaptativa 

trabajan en conjunto para detectar, localizar y reconocer la presencia de células 

tumorales nacientes, así como destruirlas para prevenir el desarrollo de una 

neoplasia maligna. Las siguientes 4 fases se han propuesto para el proceso de 

eliminación. 1) El reconocimiento de las células tumorales por las células del 
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sistema inmune innato y su eliminación limitada. 2) La maduración y migración de 

las células dendríticas (DCs) y cross-priming para las células T. 3) Generación de 

linfocitos T específicos para antígenos tumorales (TAs). 4) Albergue de células T 

específicas para TAs en el sitio del tumor y la eliminación de las células tumorales. 

Sin embargo, aunque la inflamación local limitada puede estar involucrada en las 

respuestas inmunes iniciales, la inflamación excesiva puede promover la progresión 

tumoral (Dunn et al., 2002). Esto puede ser en parte a causa de las reacciones 

antiinflamatorias en las células presentadoras de antígeno, las cuales liberan 

citocinas antiinflamatorias tales como la IL-10 y factor de crecimiento transformante 

(TGF-β) que inhibe la activación de las células efectoras (Kim et al., 2005). 

 

Equilibrio  

 En esta fase, las variantes de células tumorales pueden no ser eliminadas 

completamente, ya que se vuelven resistentes a los efectos de las células inmunes 

efectoras. Este proceso permite la selección inmune de células tumorales con 

inmunogenicidad reducida. Estas células son más capaces de sobrevivir en un 

huésped inmunocompetente. Aunque pueden ocurrir mutaciones genéticas al azar 

en los tumores produciendo variantes tumorales inestables, la presión de la 

selección inmune también favorece el crecimiento de células tumorales con un 

fenotipo no inmunogénico (Zou, 2005).   

  

Es probable que la fase de equilibrio sea la más larga de las tres fases ya 

que puede ocurrir en un periodo de varios años, durante el cual las células tumorales 

pueden volverse latentes funcionalmente y permanecer clínicamente inaparentes 

para la vida del huésped (Malmberg, 2004). 

 

Escape  

Finalmente, ya sea como resultado de los cambios que ocurren en la 

población tumoral debido a un proceso activo de inmunoedición o en el sistema 

inmune del huésped, incrementa la inmunosupresión inducida por el cáncer o la 

segregación del sistema inmune debido al proceso natural de envejecimiento, la 



 14 

latencia funcional de la población celular tumoral puede romperse, permitiendo la 

progresión de estas células en la fase de escape, donde comienzan a crecer de una 

manera inmunológicamente sin restricción para emerger como una enfermedad 

clínicamente aparente (Kim et al., 2007). 

 

Mecanismos de evasión de la respuesta inmune 

 

Las células tumorales desarrollan durante su generación múltiples 

mecanismos inmunosupresores con el propósito de evadir el reconocimiento 

inmune o suprimir los mecanismos efectores de células T anti-tumorales. Los 

conceptos más recientes sobre como las células tumorales pueden escapar o inhibir 

las funciones normales del sistema inmune son la ignorancia inmunológica y 

tolerancia en los tumores, los cambios en las células tumorales y los factores 

solubles derivados del tumor (Figura 4) (Rivoltini et al., 2002). 

 
Figura 4. Mecanismos de evasión de la respuesta inmune. En la fase de escape, el crecimiento 
de las células tumorales ya no está bloqueado por la inmunidad ya que, han desarrollado 
mecanismos de evasión, tales como pérdida de la expresión del MHC y la producción de citocinas 
inmunosupresoras. Así que, las células tumorales emergen para causar una enfermedad 
clínicamente aparente (Tomado y modificado de Schreiber et al., 2011). 
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Ignorancia inmunológica y tolerancia en los tumores 

Una respuesta inmune específica contra el tumor está regulada por los 

niveles de antígenos tumorales que pueden servir como blancos para las células T 

efectoras y las etapas de maduración de las células presentadoras de antígenos 

tales como DCs (Ochsenbein et al., 1999). Por lo tanto, las células tumorales están 

rodeadas por otro tipo de células, tales como,  DCs inmaduras, fibroblastos, 

endotelio y matriz extracelular. Los fibroblastos y las células endoteliales compiten 

con las DCs por el antígeno, lo que permite la progresión tumoral. Se sabe que, los 

niveles suficientes de antígenos tumorales pueden producir una respuesta inmune, 

la cual es mediada por DCs maduras que presentan los antígenos tumorales a las 

células T (Spiotto et al., 2002). Sin embargo, incluso en la presencia de niveles 

suficientes de antígeno tumoral, las DCs inmaduras pueden inhibir la maduración 

de las DCs y la activación de las células T, lo que resulta en tolerancia inmunológica 

(Mahnke et al., 2002).  

 

Cambios en las células tumorales 

La falta de reconocimiento de los antígenos tumorales es mediada por 

defectos en el procesamiento y la presentanción de antígenos a los LTC. Los 

principales defectos producidos son la pérdida de TAP-1, moléculas del MHC clase 

I, 2m, LMP-2 y LMP-7, así como, mutaciones o cambios epigenéticos que afectan 

la expresión de receptores para IFN- y de los componentes de la vía de 

señalización JAK-STAT, lo que permite que, los tumores permanezcan invisibles 

para el sistema inmune adaptativo y crezcan sin control (Vaseley et al., 2011).  

 

Además, las células tumorales pueden presentar defectos en la vía de 

señalización Fas/Ligando Fas (FasL) o una sobreexpresión de Bcl-2. También se 

puede generar la pérdida de las moléculas de coestimulación, como es el caso de 

la familia B7, así como factores de transducción de señales, tales como CD3ζ, 

p56lck, JAK-2, señalización de calcio, NFκBp65 y la producción de IL-2 (Lockhart et 

al., 2001; Khong y Restifo, 2002). 
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Factores solubles derivados del tumor 

Una variedad de factores solubles derivados del tumor contribuye a la 

aparición de complejas redes inmunosupresoras regionales y locales, incluyendo el 

factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), IL-10, TGF-β, prostaglandina E2, 

fodfatidilserina, Fas, FasL y MICA solubles (Teraben et al., 2000). Aunque son 

depositados en el sitio del tumor primario, estos factores secretados pueden ampliar 

los efectos inmunosupresores en los nódulos linfáticos locales y en el vaso, por lo 

tanto, promueven la invasión y la metástasis (Kim et al., 2007). La secreción de 

factores inmunosupresores como el TGF-β inhiben proliferación, activación y 

diferenciación de las células T (Li et al., 2006), las células NK también pueden 

suprimir la eficacia de las respuestas de los linfocitos T citotóxicos a través de 

mecanismos relacionados con la producción de IL-13 y TGF-β (Teraben et al., 

2000), IL-10 afecta la funcionalidad de las DCs y protege a las células tumorales de 

la citotoxicidad mediada por los linfocito T citotóxicos (LTC) (Gerlini et al., 2004). 

 

Sin embargo, recientemente se ha propuesto otro mecanismo de evasión de  

la respuesta inmune, conocido como vía adenosinérgica, durante la cual se acumula 

adenosina (Ado) extracelular en tejidos tumorales, lo cual constituye un importante 

mecanismo de escape inmune por parte del tumor (Stagg et al., 2010).  

 

Vía adenosinérgica  

 

La generación de adenosina extracelular implica la fosfohidrólisis de 

nucleótidos intermedios de adenina, particularmente, del trifosfato de adenosina 

(ATP) (Thompson et al., 2004). Actualmente, se sabe que bajo diferentes estímulos, 

el ATP puede ser liberado al espacio extracelular y actuar como transmisor al 

estimular de manera autócrina o parácrina a las células adyacentes. Dentro de los 

estímulos  que promueven la liberación de ATP, se encuentran: los impulsos 

eléctricos, los estímulos mecánicos, el cambio de volumen celular, la isquemia, la 

hipoxia, la liberación por estímulos químicos (neurotransmisores) y  la lisis celular. 

Se sabe que el ATP, una vez que se encuentra en el espacio extracelular, puede 



 17 

ser hidrolizado por la ectonucleotidasa trifosfato difosfohidrolasa-1 (CD39) para 

generar ADP y AMP. Finalmente, el AMP generado es hidrolizado por la 5’ 

ectonucleotidasa (CD73) para producir adenosina (Kobie et al., 2006; Jacobson et 

al., 2012).  

 

Ecto-nucleotidasas 

Existen diferentes familias de las ecto-nucleotidasas que actúan en el 

espacio extracelular y son responsables de la generación de adenosina a partir de 

nucleótidos de adenina (ATP, ADP o AMP): 1) La familia de las ectonucleótido 

trifosfato difosfohidrolasas (ENTPDasas), que incluye cuatro miembros unidos a la 

membrana celular (NTPDasa1 o CD39, NTPDasa2, NTPDasa3, NTPDasa8); estas 

enzimas se expresan diferencialmente e hidrolizan ATP o ADP con afinidades 

diferentes. 2) La familia de la ectonucleótido pirofosfatasa/fosfodiesterasa (E-NPP), 

capaz de hidrolizar nucleósido trifosfatos a monofosfatos y pirofosfatos (PPi). 3) La 

familia de las fosfatasas alcalinas (AP), incluye enzimas que degradan un amplio 

rango de substratos, liberando fosfato inorgánico (Pi). 4) La familia 5’-nucleotidasa 

(CD73), con un solo miembro anclado a la membrana plasmática que hidroliza AMP 

a adenosina (Robson et al., 2006; Aliagas et al., 2014) (Figura 5).   

 

Figura 5. Actividad enzimática de CD39 y CD73. El ATP liberado al espacio extracelular es 
degradado a AMP por CD39, y a adenosina por CD73. Los altos niveles de adenosina ejercen un 
potente efecto inmunosupresor (Tomado y modificado de Antonioli et al., 2013).  
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CD39 (NTPDasa1) 

CD39 es una proteína integral de membrana, está constituida por 510 

aminoácidos. Estructuralmente, tiene dos dominios transmembrana, un dominio 

citoplasmático pequeño que comprende los segmentos NH2- y COOH- terminal, y 

un dominio hidrofóbico extracelular grande. CD39 se vuelve activo catalíticamente  

tras su localización en la superficie celular, y su glicosilación es importante para el 

correcto plegamiento de la proteína y la actividad enzimática (Deaglio et al., 2007; 

Ávila-Ibarra, 2014). 

 

CD39 se expresa constitutivamente en vaso, timo, pulmón y placenta, en 

células endoteliales y en células del sistema inmune, tales como células B, NK, DCs, 

células de Langerhans, monocitos, macrófagos, neutrófilos y células T reguladoras. 

Además, la expresión de CD39 incrementa en tumores sólidos tales como, cáncer 

colorrectal, de  páncreas, de cabeza y cello, así como, en leucemia crónica, 

sugiriendo que esta enzima puede estar involucrada en el desarrollo y progresión 

de neoplasias malignas (Saldanha et al., 2011; Antonioli et al., 2013). 

 

CD73 (ecto-5’-nucleotidasa) 

CD73 también conocida como ecto-5’-nucleotidasa (ecto-5’-NT, EC 3.1.3.5), 

es una ectoenzima de superficie celular unida a glicosilfosfatidilinositol (GPI) de 70 

kDa, su expresión es inducida por la activación del factor inducible de hipoxia (HIF-

1α), la exposición a interferones (IFN) tipo I y por la activación de la vía de 

señalización Wnt (Sadej et al., 2006; Stagg et al., 2011). Además, CD73 se 

encuentra en muchos tipos de cáncer en  humano y en ratón, donde produce 

elevadas concentraciones de adenosina que pueden promover el crecimiento 

tumoral por la estimulación de la angiogénesis e inhibiendo las respuestas inmunes 

antitumorales  (Jin et al., 2010; Ávila-Ibarra, 2011; Wang et al., 2011).  

 

CD73 se expresa constitutivamente en células endoteliales, epiteliales y 

células T reguladoras Foxp3+. También se encuentra ampliamente expresada en 
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diversos tumores sólidos tales como, colon, glioma, pulmón, páncreas, ovario y 

mama (Spychala, 2000; Sitkovsky et al., 2008; Wang et al., 2008; Stagg et al., 2011).  

La elevada expresión y actividad de CD73 están asociadas con la invasión, 

la metástasis tumoral y con un menor tiempo de supervivencia de los pacientes, lo 

que indica que hay una estrecha relación entre CD73 y la progresión del cáncer (Jin 

et al., 2010). Además, se ha demostrado que la expresión de CD73 en conjunto con 

CD39 en un tumor limitan la inmunidad antitumoral de los LTC mediante la 

generación de  adenosina extracelular (Gessi et al., 2007; Wang et al., 2011).  

 

Receptores para adenosina 

Después de su liberación, la adenosina induce sus efectos biológicos a través 

de la interacción con cuatro receptores de superficie celular clasificados por datos 

moleculares, bioquímicos y farmacológicos en cuatro subtipos: A1, A2A, A2B y A3 

(Gessi et al., 2007). Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores 

con siete dominios transmembranales acoplados a proteínas G heterotriméricas. 

Dichos receptores ejercen su acción en las células regulando la concentración de 

segundos mensajeros tales como el monofosfato cíclico de adenosina (AMPc), el 

diacilglicerol (DAG) y el inositol trifosfato (IP3) (Rangel et al., 2007). 

 

Bajo condiciones normales, la adenosina es constantemente producida tanto 

intracelular como extracelularmente y su concentración basal (cerca de 100 nM) es 

regulada a través de la actividad metabólica de la adenosina cinasa y la adenosina 

desaminasa (ADA). En condiciones de hipoxia, isquemia, inflamación o deficiencia 

de ADA la producción de adenosina incrementa drásticamente a muy altas 

concentraciones (10 – 100 M) lo cual, conduce a la activación de los receptores 

para adenosina (ARs) (Gessi et al., 2007). 

 

En las células tumorales, la activación de los ARs promueve la proliferación 

celular e inhibe la apoptosis mientras que, en las células endoteliales induce la 

producción de VEGF, lo cual incrementa la angiogénesis (Merighi et al., 2006). 

Además, los tumores son capaces de liberar exosomas, es decir, pequeñas 
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vesículas que presentan CD39 y CD73 en su superficie, las cuales tiene la 

capacidad de llegar a otros órganos a través del torrente sanguíneo y fomentar la 

generación de nichos metastásicos (Merighi et al., 2005; Antonioli et al., 2013) 

(Figura 6).  

 

 

Figura 6. Vía adenosinérgica en el desarrollo y progresión de la neoplasia. La adenosina 

promueve el crecimiento tumoral activando los receptores para adenosina A1, A2A, A2B y A3 y 
mejorando la habilidad invasiva y metastásica (Tomado y modificado de Antonioli et al., 2013). 

 

Los ARs también se expresan en neutrófilos, magrófagos, DCs y linfocitos T 

y parece que su activación representa una potente vía inmunosupresora endógena 

que regula la excesiva respuesta inmune contra estímulos externos (Gessi et al., 

2007). 

 

Se ha reportado que el receptor A2A dispuesto en la membrana de los 

linfocitos T, protege a los tumores de la actividad antitumoral por estas células 

efectoras en un microambiente rico en adenosina (Otha et al., 2006; Stagg et al., 

2011). La señalización mediada por el receptor A2A en las células T resulta en la 
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inhibición de la activación y de la expresión del receptor del linfocito T y muchas 

otras funciones efectoras, incluyendo proliferación mediante la inhibición de la IL-2, 

la citotoxicidad, expansión y la secreción de citocinas importantes con función 

antitumoral como el interferon gamma (IFN-γ), el factor de necrosis tumoral alfa 

(TNF-α) y la IL-4, además de promover la anergia de las mismas (Figura 7) (Sevigny 

et al., 2007; Sitkovsky y Ohta, 2005; Otha et al., 2006). 

 

Los receptores A2A y A2B se acoplan a proteínas Gs y desencadenan la 

acumulación de cAMP intracelular a través de la estimulación de adenilil ciclasa 

intracelular. El aumento de cAMP intracelular actúa sobre la proteína cinasa A, 

generando un amplio rango de efectos inmunosupresores, incluyendo aumento de 

la producción de citocinas inmunosupresoras tales como, TGF-β e IL-10 (Kalhan et 

al., 2012; Leone et al., 2015). 

 

Recientemente, se ha demostrado que la activación del receptor A2B en 

células de la microglia, adipocitos y macrófagos induce la producción de la IL-10, 

mientras que suprime la producción de citocinas proinflamatorias (Koscsó et al., 

2012). 

 

Interleucina 10 (IL-10) 

 

La IL-10 es una citocina con propiedades inmunosupresoras que afecta la 

función de diferentes tipos de células del sistema inmune. Además, es producida 

por linfocitos T, monocitos, macrófagos, linfocitos B, células NK, eosinófilos y células 

tumorales (Bhairavabhotla et al., 2007).  

 

 No obstante, se ha comprobado que la IL-10 promueve el crecimiento del 

tumor en cáncer de mama, pulmón y melanoma y cáncer cérvico-uterino (Clerici et 

al., 1997; Jacobs et al., 1998). Además, tiene un efecto inhibidor sobre la activación 

de macrófagos, la producción de citocinas y la expresión de moléculas HLA-I en las 
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células tumorales, así como, la presentación de antígenos tumorales (Wang et al., 

2011; Fernández et al., 2006; Terrazzano et al., 2000; Yue et al., 1997).   

 

Complejo principal de histocompatibilidad (MHC) 

 

Entre los diferentes mecanismos de escape, la alteración de la expresión del 

MHC clase I es uno de los mecanismos más usados por las células tumorales. El  

MCH se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 y está dividido en tres regiones 

diferentes, entre ellas podemos encontrar a los genes de clase I (HLA-A, B, C). 

Inicialmente estos genes se llamaron antígenos humanos leucocitarios (HLA), ya 

que se pensó que eran solamente expresados por leucocitos, actualmente se 

conocen como genes o antígenos de clase I (HLA-I). Las moléculas de clase I están 

compuestas de dos cadenas polipeptídicas separadas, una cadena  codificada por 

el MHC de 44 kDa y otra cadena  de 12 kDa codificada por el cromosoma 15 (López 

et al., 2005).  

 

El reconocimiento de antígenos tumorales por los LTC es dependiente de la 

presentación adecuada de péptidos a través de moléculas HLA-I (Garrido, 2019; 

Mehta et al., 2008). Las proteínas que son blanco de presentación por moléculas 

HLA-I se someten a un estricto proceso de maduración en el retículo endoplásmico, 

son marcadas con ubiquitina y llevadas al proteasoma en donde  ocurre la 

degradación a péptidos mediante 3 subunidades enzimáticas conocidas como:  gran 

peptidasa multifuncional 2 (LMP-2), gran peptidasa multifuncional 7 (LMP-7) y gran 

peptidasa multifuncional 10 (LMP-10) (Peaper y Cresswell, 2008; Sadegh-Nesseri 

et al., 2008). Posteriormente los péptidos unidos a proteínas Hsp70 son  trasladados 

hacia  el transportador asociado con el procesamiento de antígenos (TAP), un 

heterodímero compuesto de dos subunidades TAP-1 y TAP-2, el cual se encarga 

de introducir los péptidos al interior del retículo endoplásmico  para su ensamblaje 

con las moléculas HLA-I (Parcej y Tampé, 2010). Las moléculas de HLA-I son 

ensambladas con ayuda de moléculas chaperonas (calnexina, calreticulina, 

tapasina y ERp57) a beta 2 microglobulina (β2m) (Hansen y Bouvier, 2009). 
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Subsecuentemente, los péptidos transportados son cortados por la aminopeptidasa 

1 del retículo endoplásmico (ERAAP1) y ensamblados en el complejo HLA-I 

volviéndolo estable al mismo tiempo que  las moléculas chaperonas son disociadas 

(Parcej y Tampé, 2010).  Por último, el complejo HLA-I/péptido estable sale del 

retículo endoplásmico a través de una vesícula y vía aparato de Golgi,  llega a la 

superficie celular para su reconocimiento por LTC (Figura 7) (Hansen y Bouvier, 

2009). 

 

Figura 7. Maquinaria de presentación y procesamiento de antígenos. La degradación de las 
proteínas está dada por el proteasoma generando pequeños péptidos que son trasportados hacia el 
retículo endoplásmico por las proteínas TAP, despúes los péptidos son editados por ERAAP1 y se 
asocian a la molécula HLA-I y a β2m. Finalmente, los péptidos son presentados en la membrana 
celular para ser detectados por los receptores de los linfocitos T citotóxicos (Tomado y modificado 
de Concha-Benavente et al., 2016).  
 

No obstante, diversos estudios in vitro han demostrado la pérdida parcial o 

total de los componentes de la maquinaria del procesamiento de antígenos en 

diferentes tumores sólidos tales como, melanoma, cáncer de cabeza y cuello, 

cáncer colorectal, cáncer gástrico, cáncer de vejiga y CaCu (Romero et al., 2005). 

Esta deficiente expresión de moléculas HLA-I permite una ventaja para los tumores 
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malignos para que las células neoplásicas escapen de la muerte mediada por los 

LTC (Meissner, 2005; Facoetti et al., 2005). También se han reportado mutaciones 

en la expresión de β2-microglobulina que resultan en un fallido ensamblaje de las 

moléculas HLA-I en cáncer de vejiga, mama, rectal, gástrico y melanoma (Romero 

et al., 2005; Maleno et al., 2006; Garrido, 2019). En CaCu se ha reportado una 

expresión deficiente de moléculas HLA-I asociada a la metástasis y a la pérdida de 

la expresión de TAP-1 (Cromme et al., 1994). 

 

Existen varios mecanismos que pueden alterar la expresión de moléculas 

HLA-I, tales como  la inhibición del transporte o la glicosilación incompleta de 

moléculas   HLA-I; la mutación en los genes TAP y demás componentes de la 

maquinaria del procesamiento de antígenos; mutación o arreglos en el gen para β2-

microglobulina; cambios en la estructura de los genes de clase I; alteraciones en la 

unión de factores transcripcionales; la regulación negativa de las moléculas HLA-I 

por oncogenes (Romer et al., 2012; Mehta et al., 2008; Koopman et al., 1999; Brady 

et al., 2000; Koopman et al., 2000). En cáncer cérvico-uterino frecuentemente se 

encuentra una pérdida o disminución de la expresión de  moléculas HLA-I en los 

epitelios.  

 

También se ha reportado que la síntesis de IL-10 por las células tumorales 

reduce la expresión de moléculas HLA-I, sugiriendo un mecanismo de tolerancia, 

basado en el escape del reconocimiento de las células tumorales por los linfocitos 

T citotóxicos (Bolpetti et al., 2010). En pacientes con CaCu se ha observado una 

correlación entre la alta expresión de IL-10 y las LIEAG, lo que sugiere que la 

cantidad de IL-10 secretada por células tumorales incrementa en las etapas más 

avanzadas de la enfermedad (Bermúdez-Morales et al., 2008; Mindiola et al., 2008; 

Azar et al., 2004; Nagaraj y Datta, 2009). En este contexto se sabe que la mezcla 

de citocinas que se producen en el microambiente tumoral tienen un papel muy 

importante en la patogénesis. Sin embargo, poco se conoce a cerca de los  

mecanismos que están involucrados en la producción de citocinas en las células 

tumorales.  



 25 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Durante el desarrollo del CaCu, la infección persistente por VPH-AR, 

favorece la integración de secuencias oncogénicas (E2, E6 y E7) en la célula 

huésped, lo cual induce la transcripción de citocinas inmunoreguladoras como IL-

10. Esta citocina, además de tener efectos anti-inflamatorios e inmunosupresores, 

también promueve la evasión del reconocimiento inmune mediado por linfocitos T 

citotóxicos, a través de la disminución en la expresión de moléculas HLA-I en las 

células infectadas por VPH-AR. Por otro lado, se sabe que durante el desarrollo 

tumoral se producen altas concentraciones de Ado a través de la hidrólisis de los 

nucleótidos ATP/ADP por la actividad secuencial de las ectonucleotidasas CD39 y 

CD73. Además, las altas concentraciones de Ado en el microambiente tumoral 

estimulan la producción de citocinas como IL-10 y ejercen efectos 

inmunosupresores sobre poblaciones de células efectoras del sistema inmune 

cuando activan los receptores A2R. Sin embargo, en CaCu se desconoce el 

mecanismo por el cual las células tumorales producen IL-10 para evitar el 

reconocimiento inmune, por lo que, se plantearon las siguientes preguntas: ¿La vía 

CD73-Ado favorece la producción de IL-10 a través de la activación de los 

receptores A2R en las células tumorales de CaCu? ¿La generación de Ado e IL-10 

mediante esta vía, disminuye la expresión de moléculas HLA-I en células tumorales 

de CaCu para favorecer la evasión del reconocimiento inmune? 
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HIPÓTESIS 

 

Se espera que células tumorales de CaCu al ser cultivadas en presencia de 

AMP o Ado, sean capaces generar IL-10 a través de la activación de los receptores 

A2R y en consecuencia modular de manera negativa la expresión de moléculas 

HLA-I para evadir el reconocimiento inmune mediado por linfocitos T citotóxicos. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

Analizar la capacidad de células tumorales de CaCu CaSki y HeLa para 

producir IL-10 a través de la vía CD73-Ado y su efecto en la desregulación de 

moléculas HLA-I para evadir el reconocimiento inmune mediado por linfocitos T 

citotóxicos.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

o Analizar el efecto de AMP y Ado sobre la generación  de IL-10 en células 

tumorales de CaCu. 

o Analizar el papel de la vía CD73-Ado en la producción de IL-10 en células 

tumorales de CaCu inhibiendo la expresión de CD73 con un ARN de 

interferencia.  

o Determinar la expresión de receptores A2AR y A2BR en células tumorales de 

CaCu. 

o Analizar el efecto de la señalización de Ado sobre los receptores A2R para 

generar IL-10 en las células tumorales de CaCu, empleando agonistas y 

antagonistas específicos de los receptores A2R. 

o Determinar los niveles de ARNm de IL-10 en las células tumorales de CaCu 

cultivadas en presencia de Ado, y de agonistas y antagonistas específicos 

para los receptores A2R. 

o Analizar el efecto de AMP y Ado sobre la expresión de moléculas HLA-I en 

células tumorales de CaCu.  

o Analizar el efecto de AMP y Ado sobre la expresión de moléculas HLA-I en 

células tumorales de CaCu inhibidas en la expresión de CD73.  

o Evaluar la expresión de moléculas HLA-I en células de CaCu cultivadas en 

presencia de Ado, y de agonistas y antagonistas específicos para los 

receptores A2R.  

o Analizar el efecto de Ado y su interacción con receptores A2R sobre la 

evasión de la respuesta inmune mediada por linfocitos T citotóxicos. 
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METODOLOGÍA 

 

o Cultivos celulares 

Para llevar a cabo este trabajo se emplearon 2 líneas celulares tumorales 

derivadas de cáncer cérvico-uterino. HeLa positiva a la infección con VPH tipo 18 y 

a la expresión de CD73 y CaSki positiva a la infección con VPH tipo 16 y a la 

expresión de CD73. Las líneas celulares se mantuvieron bajo condiciones de cultivo, 

empleando medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con suero fetal de bovino 

(SFB; Gibco) al 10%, 100 IU/ml de penicilina y 100 M/ml de estreptomicina (Gibco) 

a una temperatura de 37 °C con 5% de CO2. 

 

o Silenciamiento de CD73 en células de CaCu  

Para inhibir la expresión de CD73 en las células tumorales de CaCU, se 

emplearon moléculas de ARN de interferencia de doble cadena dirigidos 

específicamente contra las dos isoformas del gen CD73 (NM_001204813.1 y 

NM_002526.3). El vector pSIREN-Retro Q, contiene un gen de resistencia a la 

puromicina, la selección de transfectantes estables se realizó mediante el cultivo de 

las células en presencia de puromicina, de acuerdo con el manual de usuario. Las 

células tumorales seleccionadas, con mayor inhibición de la expresión de CD73 

fueron utilizadas. 

o Expresión de CD73 y A2R en células de CaCu 

La expresión de CD73, A2AR y A2BR en la membrana de las células tumorales 

se determinó por citometría de flujo y se emplearon los anticuerpos: anticuerpo 

monoclonal antiCD73-PE (BD Biosciencies, San Diego, CA, USA); anticuerpo 

monoclonal anti-A2AR-PE (NOVUS Biologicals, Colorado, USA) y anticuepo 

policlonal ADORA2B ALEXA FLUOR 350 (Bioss Antibodies, Massachusetts, USA), 

respectivamente, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Después de las 

condiciones de cultivo, las células fueron cocechadas, lavadas con PBS 

suplementado al 2% con SFB e incubadas con el anticuerpo durante 30 minutos a 
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4°C y en oscuridad. Las células marcadas se analizaron con ayuda del citómetro de 

flujo FACSCanto (BD Biosciences, San Diego, CA, USA), 10,000 eventos se 

analizaron y los restos celulares se descartaron, posteriormente se determinó la 

intensidad media de fluorescencia (IMF) para cada uno de los casos. 

o Niveles de IL-10 en los cultivos de células de CaCu 

Con el propósito de averiguar si Ado es capaz de inducir la producción y 

secreción de IL-10 en células tumorales de CaCu, las líneas celulares CaSki y HeLa 

fueron cultivadas durante 24 y 48 horas en presencia de diferentes concentraciones 

de AMP y Ado (1 μM, 10 μM y 100 μM). Los niveles de IL-10 en los sobrenadantes 

de los cultivos de las celulares de CaCu fueron colectados y analizados con un kit 

de ELISA para detectar IL-10 humana (Human IL-10 Standard ABTS ELISA 

Development Kit) (PeproTech, NJ, USA) de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante. Las placas fueron leídas con ayuda de un espectrofotómetro a 405nm. 

 

o Expresión de ARNm de IL-10 en células de CaCu 

Para determinar el nivel de expresión del ARNm de IL-10 en las células de CaCu 

cultivadas solo con medio o con los diferentes tratamientos, las células tumorales 

fueron cocechadas y lavadas dos veces con PBS. El ARN se extrajo con TRIzol 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. El 

cDNA fue sintetizado a partir de 500 ng/l of ARN con el High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Los 

productos del RT-PCR de las células de CaCu se usaron para analizar la expresión 

de IL-10 por RT-PCR punto final. Para controlar las variaciones en las cantidades 

de ARN, se midió -actina como un control de normalización. IL-10 se amplificó 

mezclando 2.5 mM de MgCl2 con 5 µl de cDNA de cada muestra para obtener una 

mezcla de reacción con un volumen final de 25 µl de acuerdo con las instrucciones 

del fabricante para PCR Master Mix (Promega, Madison, WI, USA). Las reacciones 

se realizaron en un termociclador TC1000-G (Biobase, USA) de acuerdo con su 

protocolo. El cDNA se desnaturalizó por 5 minutos a 94 ºC, posteriormente la 
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amplificación se hizo en 35 ciclos de desnaturalización a 94 ºC por 45 segundos, la 

alineación a la mejor temperatura de cada par de primers y el último ciclo fue una 

extensión a 72 ºC por 5 minutos. La electroforesis de los productos amplificados  se 

realizó en un gel de agarosa al 1.5 %. El gel se tiñó con GelRed (Biotium, Hayward, 

CA, USA) para visualizar los productos del PCR amplificados utilizando un 

transiluminador UV. Los primers específicos utilizados para IL-10 y -actina fueron 

los siguientes: IL-10 forward 5’GCATCACCTCCTCCAGGTAA’3, reverse 3’ 

TGAAGGATCAGCTGGACAAC’5; y -actina forward 

5’GGGTCAGAAGGATTCCTATG’3, reverse 3’GGTCTCAAACATGATCTGGG’5. 

Las concentraciones relativas se evaluaron por un análisis densitométrico de 

imágenes autográficas digitalizadas utilizando el Programa ImageJ NIH de dominio 

público (disponible en internet: http://imagej.nih.gov/ij/). Las concentraciones 

relativas se compararon con el grupo control (células cultivdas solo con medio). 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado.  

 

o Expresión de HLA-I en células de CaCu 

La expresión de las moléculas HLA-I en la superficie de las líneas celulares de 

CaCu se determinó por citometría de flujo y se utilizó el anticuerpo monoclonal 

W6/32, el cual reconoce un epítope conformacional de las cadenas  de las 

moléculas HLA-A, -B y -C asociadas con β2-microglobulina. Este anticuerpo fue 

donado por el Dr. Gerd Moldenhauer del German Cancer Research Center, 

Heidelberg, Germay. Después de cultivar las células bajo las diferentes condiciones 

de cultivo, las células fueron cocechadas, lavadas con PBS suplementado al 2% 

con SFB e incubadas con el anticuerpo durante 30 minutos a 4°C y en oscuridad. 

Las células que solo se tiñeron con el anticuerpo secundario anti-ratón marcado con 

FITC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) se usaron como control negativo. Las 

células marcadas se analizaron con ayuda del citometro de flujo FACSCanto (BD 

Biosciences, San Diego, CA, USA), 10,000 eventos se analizaron y los restos 

celulares se descartaron, posteriormente se determinó la IMF para cada uno de los 

casos. 

http://imagej.nih.gov/ij/
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o Ensayos de citotoxicidad 

Para analizar la capacidad de los linfocitos T efectores para reconocer y eliminar 

a las células tumorales con baja expresión de moléculas HLA-I, se generaron 

linfocitos T CD8+ específicos empleando un método previamente reportado por 

nuestro grupo de trabajo (García-Rocha et al., 2015). Se obtuvieron linfocitos T 

CD8+ específicos para los péptidos antigénicos KLPHQLCTEL derivado de la 

proteínas E6 y YMLDLQPETT derivado de la proteínas E7 del VPH-16 que se unen 

especificamente al alelo HLA-A*02:01.  

Células CaSki fueron cultivadas durante 48 horas en presencia de 10 M de 

Ado; 5 ng/ml de IL-10 recombinante humana (rhIL-10); 10 M de Ado con 10 M de 

ZM241385; 10 M de Ado con 10 M de MRS1754 o 10 M de Ado en presencia 

de un anticuerpo neutralizante anti-IL-10. Subsecuentemente, las células CaSki 

fueron marcadas con 5 (6)-diacetato carboxifluoresceina N-succinimidil ester 

(CFSE) (Sigma-Aldrich St Louis, MO, USA) y las células T CD8+ fueron marcadas 

con el anticuerpo CD8-APC (R & D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA) 

seguiendo el protocolo del fabricante. La solución de viabilidad celular 7-AAD 

(Sigma-Aldrich St Louis, MO, USA) se utilizó para medir la lisis celular. Las células 

efectoras (LTC) y las células blanco (células CaSki) fueron incubadas por 4 horas 

en un radio 20:1. Las células viables se analizaron en un citometro FACSCanto, se 

colectaron un mínimo de 100,000 eventos para determinar el porcentaje de células 

blanco positivas a CFSE/7AAD. En algunos casos, peróxido de hidrógeno al 5% se 

utilizó para la lisis total de las células blanco. El porcentaje de lisis se calculó de 

acuerdo con la siguiente fórmula:  

% citotoxicidad = 100 x [lisis experimental (CFSE+, 7-AAD+) / lisis basal (CFSE+, 7-AAD+)]  

 

o Análisis estadístico 

Todos los datos numéricos están expresados como promedios ± la desviación 

estándar de los experimentos realizados por triplicado. Las comparaciones fueron 

hechas con el test Kruskal-Wallis en el software GraphPad Prism (GraphPad, 

Software, La Jolla, CA, USA). Un valor de p<0.05 se consideró significativo.  
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RESULTADOS  

 

Células de CaCu incrementan la producción de IL-10 a través de la vía 

CD73-Ado  

 

Recientemente, nuestro grupo de trabajo describió la expresión y actividad 

funcional de CD73 para generar Ado en líneas celulares de CaCu (Mora-García et 

al., 2017). Con el propósito de averiguar si Ado es capaz de inducir la producción y 

secreción de IL-10 en células tumorales de CaCu, las líneas celulares CaSki y HeLa 

fueron cultivadas durante 24 y 48 horas en presencia de diferentes concentraciones 

de AMP y Ado (1 μM, 10 μM y 100 μM). Los sobrenadantes fueron colectados para 

evaluar los contenidos de IL-10 mediante la técnica de ELISA. 

 

Los resultados obtenidos mostraron un incremento en la concentración de IL-10 

en los sobrenadantes de las células CaSki y HeLa, dependiente de las 

concentraciones de AMP o Ado adicionadas a los cultivos celulares. El mayor 

incremento en la concentración de IL-10 se observó a las 48 horas de cultivo 

empleando ya sea 10 o 100 μM de AMP o Ado, éste fue de 2 – 4.5 veces en CaSki 

(Figura 8 A y C) y de 3 – 6 veces en HeLa (Figura 8 B y D), en relación a la 

concentración de IL-10 detectada en los cultivos celulares sin AMP o Ado (utilizados 

como control (-)). 
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Figura 8. Células tumorales de CaCu cultivadas en presencia de AMP y Ado fueron inducidas 
a secretar IL-10. Células tumorales CaSki y HeLa (1x105) fueron cultivadas durante 24 o 48 horas 
en presencia de 1 μM, 10 μM o 100 μM de AMP (A y B) o Ado (C y D). La concentración de IL-10 fue 
analizada cada 24 horas mediante la técnica de ELISA. Los datos son representativos de tres 
ensayos independientes, se muestran los promedios + SD. *,# p<0.05, **,## p<0.001 para el contenido 
de IL-10 en los sobrenadantes de células tratadas con respecto al control negativo (Ctl (-)) en cada 
tiempo de cultivo.  

 

Para determinar si la Ado producida por la actividad enzimática de CD73 

participaba en la generación de IL-10, se procedió a inhibir la expresión de CD73 en 

las células tumorales CaSki y HeLa con ayuda de ARNs de interferencia dirigidos a 

las isoformas NM-001204813.1 y NM-002526.3 de CD73. Las células desreguladas 

en CD73 fueron seleccionadas con puromicina y se denominaron CaSki-pS/siRNA-

CD73 y HeLa-pS/siRNA-CD73. La expresión de CD73 se analizó por citometría de 

flujo.  

 

Al cultivar las líneas celulares CaSki y HeLa en presencia de 10 μM de AMP 

o Ado, como era de esperarse, se observó un incremento en la concentración de IL-

10 en los sobrenadantes. Sin embargo, el efecto producido por el AMP en las células 
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CaSki y HeLa fue revertido al inhibir la expresión de CD73 con un siRNA o su 

actividad enzimática con APCP (inhibidor específico de CD73) (Figura 9 A y B). 

Mientras tanto, el siRNA no logró revertir la producción de IL-10 en las células CaSki 

y HeLa en presencia de Ado. Estos resultados sugieren que Ado exógena o la 

producción autócrina de este nucleósido a través de la actividad de CD73 es 

importante para inducir la producción de IL-10 en las células tumorales de CaCu.  

 

 
Figura 9. La vía CD73-Adenosina es necesaria para inducir la producción de IL-10 en células 
tumorales de CaCu. Células CaSki, CaSki pS/siRNA-CD73, HeLa y HeLa pS/siRNA (1x105) fueron 
cultivadas en presencia de 10 μM de AMP o adenosina (Ado). Después de 48 horas, los 
sobrenadantes fueron colectados y se determinaron los contenidos de IL-10 mediante ELISA. 

Adenosine 5'- (,-methylene) diphosphate (APCP) fue adicionado en cultivos de CaSki y HeLa para 

inhibir la actividad de CD73. Los resultados son representativos de tres ensayos independientes y 
se muestran los promedios + SD. *,# p<0.001 para la concentración de IL-10 en los sobrenadantes 
de células tratadas con respecto a su control correspondiente.  

 

 

 



 35 

El bloqueo del receptor A2BR revierte el efecto de Ado para inducir la 

producción de IL-10 en células de CaCu  

 

La Ado es una molécula ubicua capaz de ejercer diferentes efectos 

fisiológicos mediante la activación de receptores acoplados a proteínas G llamados 

A1R, A2AR, A2BR y A3R. Se ha reportado que la señalización a través de A2AR, y 

principalmente A2BR, en varios tipos de células inmunes está relacionada con el 

incremento de citocinas como la IL-10 (Nemeth et al., 2005; Koscs et al., 2012; 

Bhairavabhotla et al., 2007). Para fines de este estudio, se analizó la expresión de 

A2R en las células CaSki y HeLa mediante citometría de flujo, encontrándose que 

ambas líneas celulares expresan los receptores A2AR y A2BR en la membrana celular 

(Figura 10). 

 

 

Figura 10. Expresión de A2AR y A2BR en las líneas celulares CaSki y HeLa. La expresión de A2AR 
y A2BR (histogramas con líneas punteadas) en la membrana de las células tumorales fue determinado 
por citometría de flujo. Se muestra la fluorescencia natural (autofluorescencia) de cada línea celular 
(histogramas con líneas continuas).  



 36 

Para determinar si la interacción de Ado con los receptores A2A y A2B inducía 

la producción IL-10 en células de CaCu, las líneas celulares CaSki y HeLa fueron 

cultivadas durante 30 minutos en presencia de 10 μM de ZM241385 o MRS1754, 

antagonistas específicos de los receptores A2A y A2B, respectivamente, 

posteriormente se adicionó Ado o NECA (agonista no selectivo de los receptores de 

Ado) a una concentración final de 10 μM. En células del sistema inmune, se ha 

observado que NECA es capaz de inducir la producción de IL-10 (Nemeth et al., 

2005; Koscs et al., 2012), por lo que se usó como control positivo en nuestro estudio.  

 

Los resultados obtenidos mostraron que NECA, al igual que Ado, 

incrementaron 3 veces los niveles de IL-10 en relación con los niveles basales de 

esta citocina producidos por las células CaSki y HeLa en cultivo. Sin embargo, la 

producción de IL-10 inducida por Ado en CaSki y HeLa fue disminuida fuertemente 

por la adición del antagonista MRS1754 en un 68% y 41%, respectivamente, 

mientras que la adición del antagonista ZM241385 redujo la producción de IL-10 en 

41% y 21%, respectivamente (Figura 11 A y B). De manera similar, el efecto 

inhibitorio del antagonista MRS1754 se observó al reducir la expresión del ARNm 

para IL-10 en ambas líneas celulares (Figura 11).  
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Figura 11. El bloqueo de A2BR revierte el efecto de adenosina para inducir producción de IL-
10 en células de CaCu. Células tumorales CaSki y HeLa fueron cultivadas en presencia de 10 μM 
de adenosina (Ado). Treinta minutos antes de agregar Ado, 10 μM de ZM241385 y de MRS1754, 
antagonistas específicos de A2AR y A2BR respectivamente, se agregaron a los cultivos. NECA (10 
μM), un agonista no selectivo de los receptores de Ado, fue usado como control para la inducción de 
IL-10. Después de 48 horas, las concentraciones de IL-10 en los sobrenadantes se analizaron por 
ELISA. La expresión del ARNm de IL-10 en las células tratadas se analizó por RT-PCR. Los 
resultados son representativos de tres experimentos independientes y se muestran los promedios + 
SD. * p<0.05 para el nivel de IL-10 en los sobrenadantes de células tratadas comparadas con el 
control.  
 
 
 

La interacción de Ado con el receptor A2BR induce protección en las células 

de CaCu contra la actividad citotóxica de las células T.  

 

Nuestros resultados previos demostraron que AMP y Ado inducen la 

producción de IL-10 en células tumorales de CaCu. Para determinar si estas 

moléculas afectan la expresión de moléculas HLA-I, las células tumorales CaSki y 

HeLa se cultivaron durante 24 y 48 horas con diferentes concentraciones de AMP y 

Ado.  
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Los resultados mostraron una disminución de moléculas HLA clase I de 

manera dosis dependiente, sin embargo, la mayor disminución se observó después 

de 48 horas cuando se utilizaron concentraciones mayores a 10 μM de AMP y Ado 

(Figura 12). El tratamiento con 10 μM de AMP o Ado redujo la expresión de 

moléculas HLA-I en las células CaSki en 35% y 60%, respectivamente (Figura 12 A 

y C), mientras que, en las células HeLa la disminución fue de 25% y 35%, 

respectivamente (Figura 12 B y D).  

 

Figura 12. Células tumorales de CaCu en presencia de AMP y Ado son inducidas a disminuir 
la expresión de moléculas HLA-I. Células tumorales CaSki y HeLa (1x105) fueron cultivadas por 
24 y 48 horas en presencia de 1 μM, 10 μM y 100 μM de AMP (A yB) o Ado (C y D). La expresión de 
moléculas HLA-I en las líneas celulares se analizó por citometría de flujo. Los resultados son 
representativos de tres ensayos independientes, se muestran los promedios + SD. *,# p<0.05, **,## 
p<0.001 para la expresión de moléculas HLA-I de células tratadas con respecto al control negativo 
(Ctl (-)) en cada tiempo de cultivo.  

 

 

 



 39 

El efecto de AMP sobre la expresión de HLA-I fue revertido por la adición de 

APCP en ambas líneas celulares (Figura 13). Por otra parte, en las células CaSki-

pS/siRNA-CD73 y HeLa-pS/siRNA-CD73 la disminución de la expresión de 

moléculas HLA-I solo se observó cuando estas células fueron tratadas con Ado. Lo 

cual indica que la generación autócrina de Ado a través de la hidrólisis de AMP por 

la actividad enzimática de CD73, puede participar en la desregulación de moléculas 

HLA-I en células tumorales de CaCu (Figura 13). 

 

 

Figura 13. La vía CD73-Adenosina participa en la disminución de moléculas HLA-I en células 
tumorales de CaCu. Células CaSki, CaSki-pSi/siRNA-CD73, HeLa y HeLa pS/siRNA-CD73 fueron 
cultivadas en presencia de 10 μM de AMP o adenosina (Ado). APCP se agregó a los cultivos para 
inhibir la actividad de CD73. Después de 48 horas se analizó la expresión de moléculas HLA-I en las 
líneas celulares por citometría de flujo. Los resultados muestran el promedio de tres ensayos 
independientes, se muestran los promedios + SD. *,# (p<0.05) Indica las diferencias significativas en 
la expresión de moléculas HLA-I en células tratadas con respecto a su control correspondiente. 
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Con la finalidad de analizar si el contenido de IL-10 en los sobrenadantes de 

las células tumorales fue el responsable de la disminución de la expresión de 

moléculas HLA-I en las células tumorales de CaCu, las células CaSki y HeLa se 

cultivaron en presencia de Ado o IL-10 recombinante humana (como control). De 

manera interesante se observó que la IL-10 recombinante disminuyó la expresión 

de las moléculas HLA-I de manera similar a la Ado, mientras que, la adición de un 

anticuerpo neutralizante anti-IL-10 revirtió completamente el efecto que produjo la 

Ado y la IL10 recombinante sobre la expresión de moléculas HLA-I en las células 

tumorales (Figura 14). Tomando en cuenta que la interacción de Ado con los 

receptores A2AR y A2BR está estrechamente relacionada con la generación de IL-

10, también se analizó el efecto de los antagonistas ZM241385 (antagonista para 

A2AR) y MRS1754 (antagonista para A2BR) sobre la expresión de moléculas HLA 

clase I. La adición del antagonista MRS1754 revirtió completamente el efecto 

generado por Ado para disminuir la expresión de moléculas HLA-I en las células 

tumorales, lo cual sugiere que la señalización del receptor A2BR por Ado es relevante 

para inducir la producción de IL-10 y afectar, en consecuencia, la expresión de 

moléculas HLA-I (Figura 14).  
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Figura 14. El bloqueo de A2BR revierte la disminución de moléculas HLA-I inducida por Ado 
en células de CaCu. Células CaSki y HeLa (1x105) fueron cultivadas en presencia de 10 μM de 
adenosina (Ado). Treinta minutos antes de agregar Ado, 10 μM de ZM241385 o MRS1754, 
antagonistas específicos de A2AR y A2BR respectivamente fueron adicionados a los cultivos. Después 
de 48hrs, la expresión de moléculas HLA-I se analizó por citometría de flujo. Los resultados son 
representativos de tres ensayos independientes, se muestran los promedios + SD. * (p<0.05) para 
la expresión de moléculas HLA-I en células tratadas con respecto al control negativo (Ctl (-)). 
 

 

Finalmente, para comprobar el mecanismo de evasión inmune de las células 

tumorales mediado por la vía CD73-Ado, células CaSki fueron previamente 

cultivadas en presencia de 10 M de Ado; 5 ng/ml de IL-10 recombinante humana 

(rhIL-10); 10 M de Ado con 10 M de ZM241385; 10 M de Ado con 10 M de 

MRS1754 o 10 M de Ado en presencia de un anticuerpo neutralizante anti-IL-10. 

Posteriormente, se cocultivaron linfocitos T citotóxicos específicos, los cuales fueron 
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previamente estimulados con péptidos antigénicos derivados de las proteínas E6 y 

E7 de VPH-16 y que se unen específicamente al alelo HLA-A2 (Kast et al., 1994; 

Ressing et al., 1995; García-Rocha et al., 2015).  

 

Como se esperaba, Ado e IL-10 recombinante favorecieron la evasión del 

reconocimiento inmune en las células tumorales, mientras que el bloqueo del 

receptor A2BR y la neutralización de IL-10, empleando un anticuerpo neutralizante, 

revirtieron el efecto de Ado, haciendo a las células tumorales más sensibles a la 

actividad citotóxica de los linfocitos T (Figura 15). Estos resultados indican que la 

interacción de Ado con el receptor A2BR incrementa la producción de IL-10 en las 

células tumorales y las induce a disminuir la expresión de moléculas HLA-I para 

protegerlas de la lisis mediada por los linfocitos T citotóxicos. 

 
Figura 15. Adenosina protege a las células de CaCu del efecto citotóxico de las células T, el 
cual es revertido por el bloqueo de A2BR. Para determinar si adenosina protege a las células de 
CaCu del efecto citotóxico de células T específicamente activadas, células CaSki fueron previamente 
cultivadas por 48 horas en presencia de 10 μM o 5 ng/mL de IL-10 recombinante humana. 
Posteriormente, se cocultivaron con linfocitos T CD8+ específicos para los péptidos antigénicos 
KLPQLCTEL (18-26 residuos) derivados de la proteína E6 del VPH-16 o TLHEYMLDL (7-15 
residuos) y YMLDLQPETT (11-20 residuos) derivados de la proteína E7 del VPH-16. La actividad de 
los linfocitos T citotóxicos fue evaluada midiendo la viabilidad de las células marcadas con CFSE y 
7-AAD. Los resultados son representativos de tres ensayos independientes, se muestran los 
promedios + SD. * (p<0.05) comparada con la actividad de linfocitos T citotóxicos sobre células CaSki 
cultivadas en ausencia de adenosina (Ctl (-)).  
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
 

 

Nuestro grupo de trabajo reportó que las células de CaCu expuestas a AMP 

pueden generar grandes cantidades de Ado para suprimir las funciones de linfocitos 

T citotóxicos (Mora-García et al., 2017). No obstante, en el presente estudio se 

proporcionan, por primera vez, evidencias de que las células de CaCu son inducidas 

a incrementar la producción de IL-10 a través de la vía adenosinérgica. Células de 

CaCu cultivadas en presencia de AMP o Ado fueron inducidas a expresar y secretar 

IL-10. De manera interesante, el silenciamiento de CD73 o el bloqueo del receptor 

A2BR con un antagonista específico, revirtió este efecto. Además, la IL-10 producida 

indujo un decremento en la expresión de moléculas HLA-I en células de CaCu.  

 

Se ha reportado que Ado al interactuar con los receptores A2AR y A2BR es 

capaz de inhibir la activación de células efectoras del sistema inmune al incrementar 

los niveles de AMPc, produciendo en consecuencia una reducción en la síntesis de 

citocinas proinflamatorias e incremento en la síntesis de citocinas 

inmunosupresoras, tales como IL-10 (Koscso et al., 2012; Ohta et al., 2001; 

Regateiro et al., 2013). En el presente estudio, observamos que el tratamiento de 

las células tumorales CaSki y HeLa con concentraciones mayores a 10 M de AMP 

o de Ado, fueron inducidas a producir IL-10. Es importante mencionar que las 

células CaSki produjeron mayores cantidades de IL-10 en relación con las células 

HeLa, 190 pg/ml y 75 pg/ml, respectivamente. Estos resultados pueden estar 

relacionados por la capacidad de las células para generar Ado, y por la cantidad de 

A2Rs expresados en las células tumorales.    En el año 2017, nuestro grupo de 

investigación reportó una mayor expresión de CD73 en las células CaSki con 

respecto a las células HeLa, lo cual se relacionó con una mayor capacidad de las 

células CaSki para producir Ado (Mora-García et al., 2017). De manera interesante, 

encontramos que cuando las células CaSki y HeLa fueron interferidas a expresar 

CD73 empleando un siRNA, ambas líneas celulares redujeron de manera 

importante la capacidad para producir IL-10. Este efecto fue más notable en las 

células HeLa. No   obstante, cuando se adicionó Ado exógena ambas líneas 
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celulares inhibidas en CD73 recuperaron la capacidad para producir IL-10 de 

manera similar a las respectivas líneas celulares parentales. Por otro lado, se ha 

reportado que la generación de citocinas inmunosupresoras, tal como IL-10 y TGF-

, a través de la señalización por Ado, está mediada principalmente por los 

receptores A2A y A2B.  En nuestros resultados encontramos que la adición de 

MRS1754, antagonista de los receptores A2B, revirtió fuertemente la producción de 

IL-10 estimulada por la Ado en ambas líneas celulares, mientras que la adición de 

ZM241385, antagonista de A2A, solo produjo un efecto importante en la reducción 

de la producción de IL-10, inducido por Ado, en las células CaSki.  Cabe mencionar 

que al analizar la expresión de los receptores A2A y A2B, se encontró una mayor 

expresión de receptores A2B en las células CaSki en relación con las células HeLa. 

Esto puede estar relacionado con una mayor señalización de Ado a través de este 

receptor para inducir la producción de IL-10, tal como ha sido observado en las 

células efectoras del sistema inmune (Nemeth et al., 2005; Koscsó et al., 2012; 

Bhairavabhotla et al., 2007).  

 

Por otra parte, los resultados obtenidos en el presente trabajo no solo 

demostraron que la vía adenosinérgica participa en la generación de IL-10, sino que 

las cantidades de IL-10 producidas por las células tumorales son capaces de inducir 

una significativa disminución de la expresión de moléculas HLA-I. De manera 

interesante, la disminución en expresión de las moléculas HLA-I en las células 

tumorales disminuyó en relación con la producción de IL-10 por las células 

tumorales, encontrándose un 40% y 60% de reducción en las células HeLa y Caski, 

respectivamente, después de que las células fueron tratadas con Ado o AMP. De 

manera importante, también se demostró la participación de la vía CD73-Ado en 

este fenómeno, debido a que las células tumorales inhibidas en la expresión de 

CD73, no disminuyeron la expresión de moléculas HLA-I al ser tratadas con AMP, 

a menos de que estas células fueran estimuladas con Ado para producir IL-10. 

También se demostró que la señalización de Ado a través de del receptor A2B es 

fundamental en este fenómeno, ya que al emplear el antagonista para el receptor 

A2B (MRS1754) se revirtió la disminución en la expresión de moléculas HLA-I en las 
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células tumorales, de manera similar a cuando se utilizó   un anticuerpo 

neutralizante anti-IL-10.  

 

En el caso particular del CaCu, varios estudios han demostrado que la 

presencia del VPH correlaciona directamente con la expresión de CD73, incluso se 

ha observado que las proteínas virales E6 y E7 podrían estar participando en la 

sobreexpresión de esta ectoenzima (Beckenkamp et al., 2014; Mora-García et al., 

2017; García-Rocha et al., 2018; Gutiérrez-Hoya et al., 2019; Mora-García et al., 

2019). Por esta razón, linfocitos T citotóxicos específicos para reconocer péptidos 

de las proteínas E6 y E7 se cocultivaron en presencia de células tumorales de CaCu 

para evaluar su actividad citotóxica. Asimismo, los tratamientos con Ado o IL-10 

recombinante fueron suficientes para proteger a las células tumorales de la actividad 

citotóxica de los LTC mientras que, el antagonista para el receptor A2B o un 

anticuerpo neutralizante anti- IL-10 favoreció el reconocimiento de las células 

tumorales por linfocitos T citotóxicos.  

 

Tomando en cuenta que los tumores de CaCu se caracterizan por producir 

altas concentraciones de IL-10, la cual además de suprimir la función de células 

efectoras de la respuesta inmune (Piersma, 2011; Feng et al., 2012; Nemeth et al., 

2005; Bours et al., 2006; Berti et al., 2017; Sheu et al., 2001), disminuye la expresión 

de moléculas HLA-I en las células tumorales para evadir el reconocimiento inmune 

(Feng et al., 2012; Montesinos et al., 2013; Nemeth et al., 2005; Bours et al., 2006; 

Berti et al., 2017; Sheu et al., 2001), y que en otros tumores como  melanoma, 

glioblastoma, cáncer de ovario, gástrico, esófago y próstata también se ha 

observado baja expresión de moléculas HLA-I asociado con la producción de 

citocinas inmunosupresoras (Belicha et al., 2008; Pan et al., 2013; Han et al., 2008; 

Tsuchikawa et al., 2011; Seliger et al., 2010), de acuerdo a nuestros resultados, el 

bloqueo de la actividad hidrolítica de CD73 o de la señalización de receptores de 

Ado  clave en la producción de estas citocinas,  tal como A2BR, podría ser 

considerada como una estrategia potencial para el tratamiento del CaCu y de otros 

tipos de cáncer.  
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CONCLUSIONES  

 

La vía CD73-Ado juega un papel importante en la inducción de la expresión 

y secreción de IL-10 en células de CaCu a través de la generación de Ado y la 

activación del receptor A2BR. 

 

La IL-10 producida a través de la vía adenosinérgica desregula la expresión 

de moléculas HLA-I en células tumorales, lo cual las protege del reconocimiento 

inmune mediado por linfocitos T citotóxicos.  

 

 
PERSPECTIVAS 

 

Dilucidar las vías de señalización involucradas en la generación de IL-10 a 

través de la activación del receptor A2BR, así como, la vía de señalización implicada 

en la desregulación de moléculas HLA-I mediante IL-10. 

 

Analizar en un modelo tumoral in vivo el papel de antagonistas específicos 

para el receptor A2BR sobre el reconocimiento antitumoral a través de la modulación 

de la expresión de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase I. 
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