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RESUMEN

La interleucina 10 (IL-10) es una citocina detectada en sueros y tejidos de
pacientes con cancer cérvico-uterino (CaCu) que posee propiedades
inmunosupresoras y es producida por células del sistema inmune. Ademas, estudios
previos han demostrado que estas células son capaces de producir la IL-10 a través
de la activacion de receptores para adenosina (A2R). Asimismo, la IL-10 es capaz
de disminuir la expresion de antigenos leucocitarios humanos clase | (HLA-I)
afectando el reconocimiento inmune de células tumorales y su eliminacion por los
linfocitos T citotoxicos (LTCs). El objetivo de este trabajo fue analizar si la via
adenosinérgica participa en la produccion de la IL-10, disminuyendo la expresién 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 lineas celulares de CaCu CaSki y Hela
aumentaron significativamente los niveles de la IL-10. Ademas, el silenciamiento de
CD73 (ectoenzima que produce adenosina) y el bloqueo de A2sR disminuy6 los
niveles de la IL-10, revirtiendo completamente el efecto de la adenosina y
demostrando que esta via es importante para la sintesis de la IL-10. Sin embargo,
cuando las lineas celulares de CaCu se cultivaron en presencia de altas
concentraciones de AMP y adenosina (> 10 uM), la expresion de HLA-I disminuyo
mas del 50%. De manera interesante, el silenciamiento de CD73 y el bloqueo de
A2gR evitd la disminucién de la expresion de HLA-I, revirtiendo el efecto del AMP o
la adenosina.

Finalmente, un ensayo de citotoxicidad demostré que la disminucion de la
expresion de HLA-I a través de la IL-10 generada por la activacion del receptor
A2BR, protege a las células tumorales de la lisis mediada por los LTCs, sugiriendo
la presencia de un mecanismo de retroalimentacion entre la via adenosinérgica, la
IL-10 y la disminucion de HLA-I en células de CaCu. El bloqueo de la actividad de
CD73 o de A2sR mejor6 la respuesta inmune antitumoral, sugiriendo que estas

moléculas podrian ser propuestas como posibles blancos terapéuticos.




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 HelLa) 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 A2s8R 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 uM) decreased more
than 50% their HLA class | expression. Interestingly, the silencing of CD73 using
siRNAs and the blocking of A2sR 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 A2gR 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 Az2sR enhanced the antitumor

immune response, suggesting these molecules as possible therapeutic targets.




ANTECEDENTES

Cancer

El cancer es una proliferacion acelerada, desordenada e incontrolada de una
o algunas células de un tejido que invaden, desplazan y destruyen tanto al mismo
organo donde se inici6 el tumor, asi como a otros tejidos sanos del organismo. Las
causas que provocan tales cambios en la célula se deben a la acumulacion de
alteraciones genéticas inducidas por agentes fisicos, quimicos o bioldgicos (Karp,
2006).

Las células cancerosas presentan diversas propiedades que las hacen
peligrosas para el huésped debido a que ignoran las sefales internas y externas
gue regulan la proliferacién 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
metastasis. La combinacion de estas caracteristicas es lo que hace que el cancer

sea especialmente peligroso (Alberts et al., 2004; Hernandez y Rios, 1999).

El cancer es una de las principales causas de muerte a escala mundial. En
el afio 2018 se registraron 18.1 millones de casos nuevos de cancer y 9.6 millones
de defunciones ocurridas en todo el mundo. Cerca del 70% de las defunciones por
cancer se registraron en paises menos desarrollados. Se prevé que el nimero de
defunciones por cancer siga aumentando en todo el mundo y supere los 29.5
millones en 2040. Los tipos de cancer con més tasa de mortalidad al afio son: cancer
de pulmén, higado, estbmago, colon, mama, eséfago, prostata y cérvico-uterino. Sin
embargo, en hombres se presentan con mayor frecuencia el cancer de pulmén,
préstata, colon y testiculo, mientras que en las mujeres destacan el cancer de

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




Cancer cérvico-uterino

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el cancer cérvico-uterino (CaCu),
es una de las principales causas de defuncion 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 aflo 2018, de los cuales el

70% de los casos corresponden a los paises en vias de desarrollo (OMS, 2020).

En México, los tumores malignos con mayor incidencia en mujeres fueron
cancer de mama (39.5%), las neoplasias de tiroides (14.6%) y cancer de cuello
uterino (11%) durante el afio 2018. Ademas, la principal causa de defunciones en
mujeres por tumores malignos fue por cancer de mama (9.9 por cada 100 mil
habitantes de 20 afios y mas); seguida de cancer cérvico-uterino (5.8 por cada 100
mil) y cancer colorectal (5.2 por cada 100 mil). Segun el INEGI, el porcentaje mas
alto de prevalencia en neoplasias malignas de cuello uterino y Utero se concentra
en la poblacion de mujeres de entre 40 a 59 afios (representa el 48% de las
pacientes con tumores malignos), (INEGI, 2018). Sin embargo, cada vez es mas
comun ver a mujeres que a edades de 20 y 30 afios se les diagnostica cancer
cérvico-uterino (4.1%), (Globocan, 2020; IARC, 2020).

El cancer de cuello uterino es una neoplasia maligna del cuello del utero,
desde el punto de vista histolégico, el cancer suele aparecer en la zona de
transformacion cervical, es decir, el &rea de la mucosa cervical situada entre la union
escamosa-cilindrica original y la unidbn escamosa-cilindrica nueva o restaurada
(Alvarado et al., 2009; Chavaro et al., 2009).

En los paises en desarrollo, entre el 90 y 95% de los canceres invasores del
cuello uterino corresponden histolégicamente a tumores de células escamosas 0
carcinomas y entre el 2 y el 5% son adenocarcinomas (Globocan, 2020; IARC,
2020).




Conforme avanza la invasion del estroma, la enfermedad se vuelve
clinicamente evidente y revela varios patrones de proliferacion. En las fases mas
tempranas de la invasion estromica, el carcinoma cérvico-uterino puede no causar
sintomas ni manifestaciones clinicas y, por consiguiente, se le conoce como
carcinoma invasor preclinico. La forma méas temprana del carcinoma invasor se
reconoce histoldgicamente como carcinoma microinvasor. Son canceres que no han
invadido més alld de 5 mm de profundidad y 7 mm de ancho hacia el estroma

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

En las etapas avanzadas de la enfermedad se presenta metastasis a
distancia, que suele afectar a los nédulos paraadrticos, los pulmones, el higado, los
huesos y otro tipo de estructuras. En la tabla 1 se presenta el sistema de
clasificacion mas difundido para el carcinoma cérvico-uterino, elaborado por la
Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO). Se trata basicamente
de un sistema de clasificacion clinica basado en el tamafio del tumor, la extension
del cancer en la pelvis y la diseminacién de la enfermedad a érganos distantes
(Montalvo et al., 2011).

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

Etapa Descripcion

Tumor confinado al cuello uterino

Tumor con invasion diagnosticado por Patologia con una profundidad méax. de 5 mm medida desde la capa basal

y una extensioén horizontal menor o igual a 7 mm.

Invasion estromal menor o igual a 3 mm y extension horizontal menor o igual a 7 mm.

Invasion estromal mayor de 3 mm pero menor de 5 mm, y extension horizontal menor o igual a 7 mm.

Tumor clinicamente visible confinado al cérvix o estapas pre-clinicas mayores al estadio IA.

Lesion clinicamente visible menor o igual a 4 cm en su dimension mayor.

Lesion clinicamente visible mayor de 4 cm en su dimension mayor.

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

Tumor gue invade fondos de saco vaginal sin invasion parametrial.




1AL Tumor menos de 4 cm.
11A2 Tumor mayor de 4 cm.

Tumor con invasion parametrial, sin llegar a la pared pélvica.

El tumor se extiende a la pared pélvica y/o involucra el tercio inferior de vagina y/o causa hidronefrosis, rifion
excluido o disfuncién renal.

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

El tumor se extiende a la pared pélvica y/o causa hidronefrosis, rifion excluido o disfuncion renal.

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 metastasica.

El tumor invade a la mucosa de la vejiga o recto y/o se extiende mas alla de la pelvis verdadera.

Metastasis a distancia.

El riesgo de desarrollar cancer cérvico-uterino incrementa con el comienzo
temprano de la actividad sexual, el nimero 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 areas rurales y falta de acceso a los servicios de salud (Lopez et al., 2008).

A principios de los afios 80’s, el grupo de investigacion del doctor Harald Zur
Hausen demostré que los virus del papiloma humano (VPH) son los agentes
infecciosos responsables de la transformacion neoplasica del epitelio cervical
(Mufioz, 2000; Lopez y Lizano, 2006). Esta hipotesis fue validada por hallazgos de
secuencias genomicas del VPH en el 99.7% de los casos de cancer cérvico-uterino

invasor (de Villiers y Zur Hausen, 1981; Zur Hausen, 1982; Lopez 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 especificos del huésped, que han sido detectados en

muchas especies animales, asi como en humanos (Burd, 2003, Knipe et al., 2006).




Se han descrito mas de 200 papilomavirus con base a las diferencias en sus
secuencias gendmicas, identificAndose alrededor de 100 tipos especificos 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 proteina mayoritaria de la capside 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 homologia, 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 homologia en la secuencia del gen que
codifica la proteina 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; Mufioz y Bosch, 1997).

TIPO DE VPH RIESGO ONCOGENICO
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. Clasificacion de algunos tipos de VPH. Los VPH se clasifican de acuerdo al riesgo
oncogénico que presentan (Tomado y modificado de Burd, 2003).

Estructuray genoma del VPH

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

de diametro. Tiene una capside icosaédrica compuesta de 72 capsémeros, la cual




contiene por lo menos 2 proteinas, L1 y L2. Cada capsdmero es un pentamero de
la proteina L1 (Burd, 2003).

El genoma del VPH esta compuesto por una doble cadena de ADN circular
gue contiene aproximadamente 7,900 pares de bases (pb) asociado con histonas.
El genoma esta funcionalmente dividido dentro de 3 regiones, la primera es la region
reguladora de 400 a 1,000 pb, la cual es conocida como Region Larga de Control
(RLC); la segunda es una region temprana, que consiste de fragmentos abiertos de
lectura E1, E2, E4, E5, E6 y E7, las cuales estan involucradas en la replicacion viral
y oncogénesis; la tercera es una region tardia, la cual codifica las proteinas
estructurales de la capside del virus L1y L2 (Figura 1) (Burd, 2003).

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

Ciclo de infeccién del VPH

Aunqgue el epitelio escamoso parece ser el principal sitio de infeccion 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.




Se cree que el virus entra al organismo a través de pequefios cortes o
abrasiones de la piel o las mucosas. El virus debe llegar a la capa basal del epitelio
0 a células de metaplasia escamosa inmadura. El inicio de la replicacion viral puede
observarse en el estrato basal del epitelio, en donde sélo se expresan los genes de
la region temprana, pero la produccién de particulas virales completas ocurre sélo
en el estrato superficial, cuando la célula deja de dividirse y pasa a la diferenciacion
terminal, lo que implica una conexién entre la diferenciacion celular y la expresion

gendmica viral (Burchell et al., 2006).

De acuerdo al tiempo en que los genes virales se expresan, son designados
como tempranos y tardios. Los genes tempranos (E1, E2, E4, E5, E6, E7) son
reguladores no estructurales y estan relacionados con el control de la replicacion
del ADN viral y expresion genética del virus (Zur Hausen, 2002). Las proteinas E1
y E2 facilitan la correcta segregacién de los genomas durante la division celular
(Wilson et al., 2002). El gen E2 codifica dos productos proteicos, uno de ellos
estimula y otro inhibe la transcripcion de los otros genes de la region temprana. Los
genes E5, E6 y E7 tienen que ver con las propiedades transformadoras del virus, y
E4 codifica una serie de proteinas importantes para la replicacién y maduracion
viral. En la mayoria de los tipos de VPH la proteina E2 se une a la region del
promotor temprano y disminuye y regula la expresion de E6/E7; la pérdida de E2 es
por lo tanto, el primer paso en la transformacion y es lo que ocurre cuando comienza
la integracion viral, al romperse el punto de transcripcién de los genes E1 y/o E2, lo
gue resulta en una sobreexpresion de los genes E6/E7. La expresion de las
proteinas E6 y E7 estimula el progreso de la fase del ciclo celular G1 a S (Chow et
al., 2010; Doorbar, 2007).

Los genes tardios (L1 y L2) se expresan en las fases finales de la infecciéon y
codifican proteinas estructurales relacionadas con el ensamblaje de las particulas
virales (proteinas de la capside). La transcripcion de estos genes parece estar
mediada por reguladores celulares de la transcripcion, producidos sélo cuando la

célula escamosa se diferencia (célula intermedia y superficial), lo que explica su




baja concentracién en lesiones intraepiteliales de alto grado o en carcinomas
invasivos (Figura 2) (Doorbar, 2007; Stanley, 2012).
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Figura 2. Ciclo de infeccion del VPH. Eventos clave que ocurren después de la infeccién por VPH,
tales como la expresion de las proteinas virales a lo largo de las capas epiteliales (Tomado y
modificado de Doorbar, 2006).

El VPH puede infectar el tracto genital femenino durante varios afios con un
bajo perfil de expresion, lo que genera una muy pobre respuesta inmune innata
(Tindle, 2002). Cuando logra establecerse, una respuesta adaptativa es mas
eficiente, y por eso, aunque la tasa de infeccién es muy alta, no todas las infecciones
progresan hasta CaCu (Doorbar, 2006). La mayoria de las lesiones leves o

moderadas se revierten espontdneamente en individuos inmunocompetentes.

Se sabe que méas del 70% de las adolescentes sexualmente activas y
mujeres jovenes adquieren una infeccion por VPH. Sin embargo, la mayoria son
transitorias y solo cerca del 25% desarrollan lesiones intraepiteliales de bajo grado
(LIEBG). Después, solo del 20% al 40% de estas pacientes tendran lesiones de alto
grado (LIEAG). Esto significa que aquellas mujeres que en alguna ocasion
adquieren un VPH, solo 5 0 10% de ellas desarrollaran una lesion de alto grado,
mientras que cerca del 90% de las mujeres infectadas no mostraran 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 so6lo una pequefia fraccion de las mujeres infectadas
desarrolle cancer sugiere que el estado inmune tiene un impacto significativo sobre
la capacidad de detectar la infeccion o sobre la progresion de la misma,
encontrandose una incidencia 17 veces mayor de infeccion genital por el VPH en

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

Sin embargo, cuando la infeccidén es persistente y el sistema inmune esta
deprimido, puede darse lugar a la integracién del genoma del VPH a la célula
hospedera y eventualmente, al desarrollo de una lesion que puede derivarse hacia
tumores avanzados (Zur Hausen, 2000; Gariglio et al., 1992; Hilders et al., 1994;
Guzman-Rojas et al., 1998).

Inmunoedicion del cancer

Desde los afios 1950, Lewis Thomas propuso el concepto de
inmunovigilancia, el cual predice que el sistema inmune puede reconocer
precursores del cancer y, en la mayoria de los casos, destruir aquellos precursores

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

Sin embargo, la idea de la inmunovigilancia del cancer fue aceptada en los
afios noventa cuando modelos experimentales con animales utilizando ratones
knockout validaron la existencia de la inmunovigilancia del cancer. Actualmente, el
proceso que va de la inmunovigilancia al escape inmune, forma parte de un
concepto nuevo conocido como inmunoedicidn del cancer, el cual se compone de

tres fases esenciales: eliminacion, equilibrio y escape (Dunn et al., 2002) (Figura 3).
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Figura 3. Las tres fases de lainmunoedicién del cancer. La inmunoedicion es el resultado de tres
procesos que funcionan de forma independiente o en secuencia para controlar y dar forma al cancer
(Tomado y modificado de Schreiber et al., 2011).

Eliminacién

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, asi como destruirlas para prevenir el desarrollo de una
neoplasia maligna. Las siguientes 4 fases se han propuesto para el proceso de

eliminacion. 1) El reconocimiento de las células tumorales por las células del
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sistema inmune innato y su eliminacién limitada. 2) La maduracion y migracion de
las células dendriticas (DCs) y cross-priming para las células T. 3) Generacion de
linfocitos T especificos para antigenos tumorales (TAs). 4) Albergue de células T
especificas para TAs en el sitio del tumor y la eliminacion de las células tumorales.
Sin embargo, aunque la inflamacién local limitada puede estar involucrada en las
respuestas inmunes iniciales, la inflamacion excesiva puede promover la progresion
tumoral (Dunn et al., 2002). Esto puede ser en parte a causa de las reacciones
antiinflamatorias en las células presentadoras de antigeno, las cuales liberan
citocinas antiinflamatorias tales como la IL-10 y factor de crecimiento transformante

(TGF-B) que inhibe la activacion 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 seleccidon inmune de células tumorales con
inmunogenicidad reducida. Estas células son mas capaces de sobrevivir en un
huésped inmunocompetente. Aunque pueden ocurrir mutaciones genéticas al azar
en los tumores produciendo variantes tumorales inestables, la presién de la
seleccion inmune también favorece el crecimiento de células tumorales con un

fenotipo no inmunogénico (Zou, 2005).

Es probable que la fase de equilibrio sea la mas larga de las tres fases ya
gue puede ocurrir en un periodo de varios afios, durante el cual las células tumorales
pueden volverse latentes funcionalmente y permanecer clinicamente inaparentes

para la vida del huésped (Malmberg, 2004).

Escape

Finalmente, ya sea como resultado de los cambios que ocurren en la
poblacion tumoral debido a un proceso activo de inmunoedicién o en el sistema
inmune del huésped, incrementa la inmunosupresion inducida por el cancer o la

segregacion del sistema inmune debido al proceso natural de envejecimiento, la
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latencia funcional de la poblacion celular tumoral puede romperse, permitiendo la
progresion de estas células en la fase de escape, donde comienzan a crecer de una
manera inmunolégicamente sin restriccion para emerger como una enfermedad

clinicamente aparente (Kim et al., 2007).
Mecanismos de evasion de larespuesta inmune

Las células tumorales desarrollan durante su generacion multiples
mecanismos inmunosupresores con el proposito de evadir el reconocimiento
inmune o suprimir los mecanismos efectores de células T anti-tumorales. Los
conceptos mas recientes sobre como las células tumorales pueden escapar o inhibir
las funciones normales del sistema inmune son la ignorancia inmunolégica y
tolerancia en los tumores, los cambios en las células tumorales y los factores

solubles derivados del tumor (Figura 4) (Rivoltini et al., 2002).
Escape
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Figura 4. Mecanismos de evasion de la respuesta inmune. En la fase de escape, el crecimiento
de las células tumorales ya no estd bloqueado por la inmunidad ya que, han desarrollado
mecanismos de evasion, tales como pérdida de la expresion del MHC y la produccién de citocinas
inmunosupresoras. Asi que, las células tumorales emergen para causar una enfermedad
clinicamente aparente (Tomado y modificado de Schreiber et al., 2011).
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Ignorancia inmunoldgicay tolerancia en los tumores

Una respuesta inmune especifica contra el tumor esta regulada por los
niveles de antigenos tumorales que pueden servir como blancos para las células T
efectoras y las etapas de maduracion de las células presentadoras de antigenos
tales como DCs (Ochsenbein et al., 1999). Por lo tanto, las células tumorales estan
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 antigeno, lo que permite la progresion tumoral. Se sabe que, los
niveles suficientes de antigenos tumorales pueden producir una respuesta inmune,
la cual es mediada por DCs maduras que presentan los antigenos tumorales a las
células T (Spiotto et al., 2002). Sin embargo, incluso en la presencia de niveles
suficientes de antigeno tumoral, las DCs inmaduras pueden inhibir la maduracién
de las DCsy la activacion de las células T, lo que resulta en tolerancia inmunolégica
(Mahnke et al., 2002).

Cambios en las células tumorales

La falta de reconocimiento de los antigenos tumorales es mediada por
defectos en el procesamiento y la presentancion de antigenos a los LTC. Los
principales defectos producidos son la pérdida de TAP-1, moléculas del MHC clase
[, B2m, LMP-2 y LMP-7, asi como, mutaciones o cambios epigenéticos que afectan
la expresion de receptores para IFN-y y de los componentes de la via de
sefializacion JAK-STAT, lo que permite que, los tumores permanezcan invisibles

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

Ademas, las células tumorales pueden presentar defectos en la via de
sefalizacion Fas/Ligando Fas (FasL) o una sobreexpresion de Bcl-2. También se
puede generar la pérdida de las moléculas de coestimulacion, como es el caso de
la familia B7, asi como factores de transduccion de sefiales, tales como CD3(,
p56'°k, JAK-2, sefializacion de calcio, NFkKBp65 y la produccién 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
aparicion de complejas redes inmunosupresoras regionales y locales, incluyendo el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), IL-10, TGF-p, prostaglandina Ez,
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 nédulos linfaticos locales y en el vaso, por lo
tanto, promueven la invasion y la metéstasis (Kim et al., 2007). La secrecion de
factores inmunosupresores como el TGF-B inhiben proliferacién, activacion y
diferenciacion de las células T (Li et al., 2006), las células NK también pueden
suprimir la eficacia de las respuestas de los linfocitos T citotoxicos a través de
mecanismos relacionados con la produccion de IL-13 y TGF-B (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 citotdxicos (LTC) (Gerlini et al., 2004).

Sin embargo, recientemente se ha propuesto otro mecanismo de evasion de
la respuesta inmune, conocido como via 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).

Via adenosinérgica

La generacion de adenosina extracelular implica la fosfohidrolisis de
nucleodtidos intermedios de adenina, particularmente, del trifosfato de adenosina
(ATP) (Thompson et al., 2004). Actualmente, se sabe que bajo diferentes estimulos,
el ATP puede ser liberado al espacio extracelular y actuar como transmisor al
estimular de manera autécrina o paracrina a las células adyacentes. Dentro de los
estimulos que promueven la liberacion de ATP, se encuentran: los impulsos
eléctricos, los estimulos mecénicos, el cambio de volumen celular, la isquemia, la
hipoxia, la liberacion por estimulos quimicos (neurotransmisores) y la lisis celular.

Se sabe que el ATP, una vez que se encuentra en el espacio extracelular, puede
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ser hidrolizado por la ectonucleotidasa trifosfato difosfohidrolasa-1 (CD39) para
generar ADP y AMP. Finalmente, el AMP generado es hidrolizado por la &
ectonucleotidasa (CD73) para producir adenosina (Kobie et al., 2006; Jacobson et
al., 2012).

Ecto-nucleotidasas

Existen diferentes familias de las ecto-nucleotidasas que actdan en el
espacio extracelular y son responsables de la generacién de adenosina a partir de
nucledtidos de adenina (ATP, ADP o AMP): 1) La familia de las ectonucleotido
trifosfato difosfohidrolasas (ENTPDasas), que incluye cuatro miembros unidos a la
membrana celular (NTPDasal o CD39, NTPDasa2, NTPDasa3, NTPDasa8); estas
enzimas se expresan diferencialmente e hidrolizan ATP o ADP con afinidades
diferentes. 2) La familia de la ectonucledtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa (E-NPP),
capaz de hidrolizar nucleosido 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 inorganico (Pi). 4) La familia 5’-nucleotidasa
(CD73), con un solo miembro anclado a la membrana plasmética que hidroliza AMP

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

CD39 es una proteina integral de membrana, est4 constituida por 510
aminoacidos. Estructuralmente, tiene dos dominios transmembrana, un dominio
citoplasmatico pequefio que comprende los segmentos NH2- y COOH- terminal, y
un dominio hidrofébico extracelular grande. CD39 se vuelve activo cataliticamente
tras su localizaciéon en la superficie celular, y su glicosilacion es importante para el
correcto plegamiento de la proteina y la actividad enzimatica (Deaglio et al., 2007;
Avila-Ibarra, 2014).

CD39 se expresa constitutivamente en vaso, timo, pulmoén y placenta, en
células endoteliales y en células del sistema inmune, tales como células B, NK, DCs,
células de Langerhans, monocitos, macréfagos, neutréfilos y células T reguladoras.
Ademas, la expresion de CD39 incrementa en tumores sélidos tales como, cancer
colorrectal, de péancreas, de cabeza y cello, asi como, en leucemia cronica,
sugiriendo que esta enzima puede estar involucrada en el desarrollo y progresion

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 expresion es inducida por la activacion del factor inducible de hipoxia (HIF-
la), la exposicion a interferones (IFN) tipo | y por la activacion de la via de
sefalizacion Wnt (Sadej et al., 2006; Stagg et al., 2011). Ademéas, CD73 se
encuentra en muchos tipos de cancer en humano y en ratén, donde produce
elevadas concentraciones de adenosina que pueden promover el crecimiento
tumoral por la estimulacion de la angiogénesis e inhibiendo las respuestas inmunes
antitumorales (Jin et al., 2010; Avila-lbarra, 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 sélidos tales como, colon, glioma, pulmoén, pancreas, ovario y
mama (Spychala, 2000; Sitkovsky et al., 2008; Wang et al., 2008; Stagg et al., 2011).

La elevada expresion y actividad de CD73 estan asociadas con la invasion,
la metastasis tumoral y con un menor tiempo de supervivencia de los pacientes, lo
gue indica que hay una estrecha relacion entre CD73 y la progresion del cancer (Jin
et al., 2010). Ademas, se ha demostrado que la expresion de CD73 en conjunto con
CD39 en un tumor limitan la inmunidad antitumoral de los LTC mediante la

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

Receptores para adenosina

Después de su liberacion, la adenosina induce sus efectos biolégicos a travées
de la interaccién con cuatro receptores de superficie celular clasificados por datos
moleculares, bioguimicos y farmacolégicos en cuatro subtipos: Al, A2a, A28 y A3
(Gessi et al., 2007). Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores
con siete dominios transmembranales acoplados a proteinas G heterotriméricas.
Dichos receptores ejercen su accion en las células regulando la concentracion de
segundos mensajeros tales como el monofosfato ciclico 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 concentracion basal (cerca de 100 nM) es
regulada a través de la actividad metabdlica de la adenosina cinasa y la adenosina
desaminasa (ADA). En condiciones de hipoxia, isquemia, inflamacion o deficiencia
de ADA la produccion de adenosina incrementa drasticamente a muy altas
concentraciones (10 — 100 uM) lo cual, conduce a la activacion de los receptores

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

En las células tumorales, la activacién de los ARs promueve la proliferacion
celular e inhibe la apoptosis mientras que, en las células endoteliales induce la
produccion de VEGF, lo cual incrementa la angiogénesis (Merighi et al., 2006).

Ademas, los tumores son capaces de liberar exosomas, es decir, pequefias
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vesiculas que presentan CD39 y CD73 en su superficie, las cuales tiene la
capacidad de llegar a otros 6rganos a través del torrente sanguineo y fomentar la
generacion de nichos metastasicos (Merighi et al., 2005; Antonioli et al., 2013)
(Figura 6).
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Figura 6. Via adenosinérgica en el desarrollo y progresion de la neoplasia. La adenosina
promueve el crecimiento tumoral activando los receptores para adenosina Al, A2a, A28 y A3 y
mejorando la habilidad invasiva y metastasica (Tomado y modificado de Antonioli et al., 2013).

Los ARs también se expresan en neutrofilos, magréfagos, DCs y linfocitos T
y parece que su activacion representa una potente via inmunosupresora endégena
gue regula la excesiva respuesta inmune contra estimulos 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 sefalizacion mediada por el receptor A2a en las células T resulta en la
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inhibicion de la activacidon y de la expresion del receptor del linfocito T y muchas
otras funciones efectoras, incluyendo proliferacion mediante la inhibicion de la IL-2,
la citotoxicidad, expansion y la secrecion de citocinas importantes con funcién
antitumoral como el interferon gamma (IFN-y), el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) y la IL-4, ademas 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 A2s se acoplan a proteinas Gs y desencadenan la
acumulacion de cAMP intracelular a través de la estimulacion de adenilil ciclasa
intracelular. EI aumento de cAMP intracelular actia sobre la proteina cinasa A,
generando un amplio rango de efectos inmunosupresores, incluyendo aumento de
la produccién de citocinas inmunosupresoras tales como, TGF-$ e IL-10 (Kalhan et
al., 2012; Leone et al., 2015).

Recientemente, se ha demostrado que la activacion del receptor A2s en
células de la microglia, adipocitos y macréfagos induce la produccién de la IL-10,
mientras que suprime la produccion de citocinas proinflamatorias (Koscsé et al.,
2012).

Interleucina 10 (IL-10)

La IL-10 es una citocina con propiedades inmunosupresoras que afecta la
funcion de diferentes tipos de células del sistema inmune. Ademas, es producida
por linfocitos T, monocitos, macrofagos, linfocitos B, células NK, eosinofilos y células

tumorales (Bhairavabhotla et al., 2007).

No obstante, se ha comprobado que la IL-10 promueve el crecimiento del
tumor en cancer de mama, pulmén y melanoma y cancer cérvico-uterino (Clerici et
al., 1997; Jacobs et al., 1998). Ademas, tiene un efecto inhibidor sobre la activacion

de macréfagos, la produccién de citocinas y la expresion de moléculas HLA-I en las

21




células tumorales, asi como, la presentacién de antigenos tumorales (Wang et al.,
2011; Fernandez et al., 2006; Terrazzano et al., 2000; Yue et al., 1997).

Complejo principal de histocompatibilidad (MHC)

Entre los diferentes mecanismos de escape, la alteracion de la expresion del
MHC clase | es uno de los mecanismos mas usados por las células tumorales. El
MCH se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 y esté dividido en tres regiones
diferentes, entre ellas podemos encontrar a los genes de clase | (HLA-A, B, C).
Inicialmente estos genes se llamaron antigenos humanos leucocitarios (HLA), ya
gue se pensO que eran solamente expresados por leucocitos, actualmente se
conocen como genes o antigenos de clase | (HLA-I). Las moléculas de clase | estan
compuestas de dos cadenas polipeptidicas separadas, una cadena o codificada por
el MHC de 44 kDay otra cadena f3 de 12 kDa codificada por el cromosoma 15 (L6pez
et al., 2005).

El reconocimiento de antigenos tumorales por los LTC es dependiente de la
presentacion adecuada de péptidos a través de moléculas HLA-I (Garrido, 2019;
Mehta et al., 2008). Las proteinas que son blanco de presentacion por moléculas
HLA-I se someten a un estricto proceso de maduracién en el reticulo endoplasmico,
son marcadas con ubiquitina y llevadas al proteasoma en donde ocurre la
degradacion a péptidos mediante 3 subunidades enzimaticas 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
etal., 2008). Posteriormente los péptidos unidos a proteinas Hsp70 son trasladados
hacia el transportador asociado con el procesamiento de antigenos (TAP), un
heterodimero compuesto de dos subunidades TAP-1 y TAP-2, el cual se encarga
de introducir los péptidos al interior del reticulo endopldsmico 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 (B2m) (Hansen y Bouvier, 2009).
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Subsecuentemente, los péptidos transportados son cortados por la aminopeptidasa
1 del reticulo endoplasmico (ERAAP1) y ensamblados en el complejo HLA-I
volviéndolo estable al mismo tiempo que las moléculas chaperonas son disociadas
(Parcej y Tampé, 2010). Por ultimo, el complejo HLA-I/péptido estable sale del
reticulo endoplasmico a través de una vesicula y via aparato de Golgi, llega a la
superficie celular para su reconocimiento por LTC (Figura 7) (Hansen y Bouvier,
2009).
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Figura 7. Maquinaria de presentacién y procesamiento de antigenos. La degradacion de las
proteinas esta dada por el proteasoma generando pequefios péptidos que son trasportados hacia el
reticulo endoplasmico por las proteinas TAP, despues los péptidos son editados por ERAAP1 y se
asocian a la molécula HLA-l y a Bom. Finalmente, los péptidos son presentados en la membrana
celular para ser detectados por los receptores de los linfocitos T citotéxicos (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 antigenos en
diferentes tumores sélidos tales como, melanoma, cancer de cabeza y cuello,
cancer colorectal, cancer gastrico, cancer de vejiga 'y CaCu (Romero et al., 2005).

Esta deficiente expresion de moléculas HLA-I permite una ventaja para los tumores
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malignos para que las células neoplasicas escapen de la muerte mediada por los
LTC (Meissner, 2005; Facoetti et al., 2005). También se han reportado mutaciones
en la expresiéon de B2-microglobulina que resultan en un fallido ensamblaje de las
moléculas HLA-I en cancer de vejiga, mama, rectal, gastrico y melanoma (Romero
et al., 2005; Maleno et al., 2006; Garrido, 2019). En CaCu se ha reportado una
expresion deficiente de moléculas HLA-I asociada a la metastasis y a la pérdida de

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

Existen varios mecanismos que pueden alterar la expresion de moléculas
HLA-I, tales como la inhibiciébn del transporte o la glicosilacion incompleta de
moléculas HLA-I; la mutacién en los genes TAP y demas componentes de la
maquinaria del procesamiento de antigenos; mutacion o arreglos en el gen para B2-
microglobulina; cambios en la estructura de los genes de clase I; alteraciones en la
unién de factores transcripcionales; la regulacion 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 cancer cérvico-uterino frecuentemente se
encuentra una pérdida o disminuciéon de la expresion de moléculas HLA-I en los

epitelios.

También se ha reportado que la sintesis de IL-10 por las células tumorales
reduce la expresion de moléculas HLA-I, sugiriendo un mecanismo de tolerancia,
basado en el escape del reconocimiento de las células tumorales por los linfocitos
T citotoxicos (Bolpetti et al., 2010). En pacientes con CaCu se ha observado una
correlacién entre la alta expresion de IL-10 y las LIEAG, lo que sugiere que la
cantidad de IL-10 secretada por células tumorales incrementa en las etapas mas
avanzadas de la enfermedad (Bermudez-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 estan involucrados en la produccion de citocinas en las células

tumorales.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante el desarrollo del CaCu, la infeccién persistente por VPH-AR,
favorece la integracion de secuencias oncogénicas (E2, E6 y E7) en la célula
huésped, lo cual induce la transcripcion de citocinas inmunoreguladoras como IL-
10. Esta citocina, ademas de tener efectos anti-inflamatorios e inmunosupresores,
también promueve la evasion del reconocimiento inmune mediado por linfocitos T
citotdxicos, a través de la disminucion en la expresién 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 hidrolisis de los
nucleotidos ATP/ADP por la actividad secuencial de las ectonucleotidasas CD39 y
CD73. Ademas, las altas concentraciones de Ado en el microambiente tumoral
estimulan la produccion 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 via
CD73-Ado favorece la produccién de IL-10 a través de la activacién de los
receptores AzR en las células tumorales de CaCu? ¢La generacion de Ado e IL-10
mediante esta via, disminuye la expresion de moléculas HLA-I en células tumorales

de CaCu para favorecer la evasion del reconocimiento inmune?
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HIPOTESIS

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 activacién de los receptores
A2R y en consecuencia modular de manera negativa la expresion de moléculas

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

Analizar la capacidad de células tumorales de CaCu CaSki y HelLa para
producir IL-10 a través de la via CD73-Ado y su efecto en la desregulacion de
moléculas HLA-I para evadir el reconocimiento inmune mediado por linfocitos T

citotéxicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Analizar el efecto de AMP y Ado sobre la generacion de IL-10 en células
tumorales de CaCu.

o Analizar el papel de la via CD73-Ado en la produccion de IL-10 en células
tumorales de CaCu inhibiendo la expresion de CD73 con un ARN de
interferencia.

o Determinar la expresion de receptores A2aR y Az2sR en células tumorales de
CaCu.

o Analizar el efecto de la sefializacion de Ado sobre los receptores Az2R para
generar IL-10 en las células tumorales de CaCu, empleando agonistas y
antagonistas especificos de los receptores Az2R.

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 especificos
para los receptores A2R.

o Analizar el efecto de AMP y Ado sobre la expresion de moléculas HLA-I en
células tumorales de CacCu.

o Analizar el efecto de AMP y Ado sobre la expresion de moléculas HLA-I en
células tumorales de CaCu inhibidas en la expresion de CD73.

o Evaluar la expresion de moléculas HLA-I en células de CaCu cultivadas en
presencia de Ado, y de agonistas y antagonistas especificos para los
receptores Az2R.

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

evasion de la respuesta inmune mediada por linfocitos T citotoxicos.
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METODOLOGIA

o Cultivos celulares

Para llevar a cabo este trabajo se emplearon 2 lineas celulares tumorales
derivadas de cancer cérvico-uterino. HelLa positiva a la infeccion con VPH tipo 18 y
a la expresion de CD73 y CaSki positiva a la infeccion con VPH tipo 16 y a la
expresion de CD73. Las lineas 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 penicilinay 100 uM/ml de estreptomicina (Gibco)

a una temperatura de 37 °C con 5% de CO:..

o Silenciamiento de CD73 en células de CaCu

Para inhibir la expresion de CD73 en las células tumorales de CaCU, se
emplearon moléculas de ARN de interferencia de doble cadena dirigidos
especificamente 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 seleccién de transfectantes estables se realizé mediante el cultivo de
las células en presencia de puromicina, de acuerdo con el manual de usuario. Las
células tumorales seleccionadas, con mayor inhibicién de la expresion de CD73

fueron utilizadas.
o Expresion de CD73y AzR en células de CaCu

La expresion de CD73, A2aR y A2sR en la membrana de las células tumorales
se determiné por citometria 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 vy en oscuridad. 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 determiné 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 propésito de averiguar si Ado es capaz de inducir la produccién y
secrecion de IL-10 en células tumorales de CaCu, las lineas celulares CaSki y HeLa
fueron cultivadas durante 24 y 48 horas en presencia de diferentes concentraciones
de AMP y Ado (1 uM, 10 uM y 100 uM). 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 leidas con ayuda de un espectrofotdmetro a 405nm.

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

Para determinar el nivel de expresion 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/ul 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 expresion
de IL-10 por RT-PCR punto final. Para controlar las variaciones en las cantidades
de ARN, se midi6é B-actina como un control de normalizacion. IL-10 se amplifico
mezclando 2.5 mM de MgClz con 5 pl de cDNA de cada muestra para obtener una
mezcla de reaccion con un volumen final de 25 pl 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. EI cDNA se desnaturalizé por 5 minutos a 94 °C, posteriormente la
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amplificacion se hizo en 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 45 segundos, la
alineacioén a la mejor temperatura de cada par de primers y el Gltimo ciclo fue una
extension a 72 °C por 5 minutos. La electroforesis de los productos amplificados se
realiz6 en un gel de agarosa al 1.5 %. El gel se tifié con GelRed (Biotium, Hayward,
CA, USA) para visualizar los productos del PCR amplificados utilizando un

transiluminador UV. Los primers especificos utilizados para IL-10 y B-actina fueron
los siguientes: IL-10 forward 5 GCATCACCTCCTCCAGGTAA'3, reverse 3
TGAAGGATCAGCTGGACAAC5; y B-actina forward
5 GGGTCAGAAGGATTCCTATG 3, reverse 3 GGTCTCAAACATGATCTGGG 5.
Las concentraciones relativas se evaluaron por un analisis densitométrico de

imagenes autograficas digitalizadas utilizando el Programa ImageJ NIH de dominio

publico (disponible en internet: http://imagej.nih.qgov/ij/). Las concentraciones

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

Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

o Expresiéon de HLA-I en células de CaCu

La expresion de las moléculas HLA-I en la superficie de las lineas celulares de
CaCu se determind por citometria de flujo y se utilizd el anticuerpo monoclonal
W6/32, el cual reconoce un epitope conformacional de las cadenas o de las
moléculas HLA-A, -B y -C asociadas con 32-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 tifieron con el anticuerpo secundario anti-ratbn 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 determiné la IMF para cada uno de los

casos.
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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 expresion de moléculas HLA-I, se generaron
linfocitos T CD8+ especificos empleando un método previamente reportado por
nuestro grupo de trabajo (Garcia-Rocha et al., 2015). Se obtuvieron linfocitos T
CD8+ especificos para los péptidos antigénicos KLPHQLCTEL derivado de la
proteinas E6 y YMLDLQPETT derivado de la proteinas 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 uM de
Ado; 5 ng/ml de IL-10 recombinante humana (rhIL-10); 10 uM de Ado con 10 uM de
ZM241385; 10 uM de Ado con 10 uM de MRS1754 o 10 uM 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 solucion de viabilidad celular 7-AAD
(Sigma-Aldrich St Louis, MO, USA) se utilizé 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 minimo de 100,000 eventos para determinar el porcentaje de células
blanco positivas a CFSE/7AAD. En algunos casos, peroxido de hidrégeno al 5% se
utilizé para la lisis total de las células blanco. El porcentaje de lisis se calcul6 de
acuerdo con la siguiente férmula:

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

o Anadlisis estadistico

Todos los datos numéricos estan expresados como promedios * la desviaciéon
estandar 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 considerd significativo.
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RESULTADOS

Células de CaCu incrementan la produccion de IL-10 a través de la via
CD73-Ado

Recientemente, nuestro grupo de trabajo describid la expresion y actividad
funcional de CD73 para generar Ado en lineas celulares de CaCu (Mora-Garcia et
al., 2017). Con el propaésito de averiguar si Ado es capaz de inducir la produccion y
secrecion de IL-10 en células tumorales de CaCu, las lineas celulares CaSki y HeLa
fueron cultivadas durante 24 y 48 horas en presencia de diferentes concentraciones
de AMP y Ado (1 uM, 10 uM y 100 uM). Los sobrenadantes fueron colectados para

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

Los resultados obtenidos mostraron un incremento en la concentracion de 1L-10
en los sobrenadantes de las células CaSki y Hela, dependiente de las
concentraciones de AMP o Ado adicionadas a los cultivos celulares. EI mayor
incremento en la concentracion de IL-10 se observé a las 48 horas de cultivo
empleando ya sea 10 o0 100 yM de AMP o Ado, éste fue de 2 — 4.5 veces en CaSki
(Figura 8 Ay C) y de 3 — 6 veces en HelLa (Figura 8 B y D), en relacion a la
concentracion 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 HelLa (1x10°) fueron cultivadas durante 24 o 48 horas
en presencia de 1 uM, 10 yM o0 100 uM de AMP (A 'y B) o0 Ado (C y D). La concentracién 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 enzimética de CD73
participaba en la generacién de IL-10, se procedi6 a inhibir la expresién de CD73 en
las células tumorales CaSki y HeLa con ayuda de ARNSs 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 expresion de CD73 se analiz6 por citometria de

flujo.
Al cultivar las lineas celulares CaSki y HeLa en presencia de 10 uM de AMP
0 Ado, como era de esperarse, se observé un incremento en la concentracion de IL-

10 en los sobrenadantes. Sin embargo, el efecto producido por el AMP en las células
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CaSki y HelLa fue revertido al inhibir la expresion de CD73 con un siRNA o su
actividad enzimatica con APCP (inhibidor especifico de CD73) (Figura 9 A y B).
Mientras tanto, el SIRNA no logro revertir la produccion de IL-10 en las células CaSki
y HelLa en presencia de Ado. Estos resultados sugieren que Ado exdgena o la
produccion autocrina de este nucledsido a través de la actividad de CD73 es

importante para inducir la produccion de IL-10 en las células tumorales de CaCu.
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Figura 9. La via CD73-Adenosina es necesaria para inducir la produccion de IL-10 en células
tumorales de CaCu. Células CaSki, CaSki pS/siRNA-CD73, HelLa y HeLa pS/siRNA (1x10°) fueron
cultivadas en presencia de 10 yM 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'- (a,,p-methylene) diphosphate (APCP) fue adicionado en cultivos de CaSkiy HelLa 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 concentracién de IL-10 en los sobrenadantes
de células tratadas con respecto a su control correspondiente.
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El bloqueo del receptor AR revierte el efecto de Ado para inducir la

produccion de IL-10 en células de CaCu

La Ado es una molécula ubicua capaz de ejercer diferentes efectos
fisiologicos mediante la activacién de receptores acoplados a proteinas G llamados
AR, A2aR, A2sR y AsR. Se ha reportado que la sefializacion a través de A2aR, y
principalmente Az2sR, en varios tipos de células inmunes esta 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 analizé la expresion de
A2R en las células CaSki y HeLa mediante citometria de flujo, encontrandose que
ambas lineas celulares expresan los receptores A2aR y A2sR en la membrana celular
(Figura 10).
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Figura 10. Expresiéon de A2aR y A2sR en las lineas celulares CaSki y HelLa. La expresion de AzaR
y A2sR (histogramas con lineas punteadas) en la membrana de las células tumorales fue determinado
por citometria de flujo. Se muestra la fluorescencia natural (autofluorescencia) de cada linea celular
(histogramas con lineas continuas).
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Para determinar si la interaccién de Ado con los receptores Aza 'y Azs inducia
la produccion IL-10 en células de CaCu, las lineas celulares CaSki y HelLa fueron
cultivadas durante 30 minutos en presencia de 10 uM de ZM241385 o MRS1754,
antagonistas especificos de los receptores A2A y A2B, respectivamente,
posteriormente se adicion6 Ado o NECA (agonista no selectivo de los receptores de
Ado) a una concentracion final de 10 uM. En células del sistema inmune, se ha
observado que NECA es capaz de inducir la produccion de IL-10 (Nemeth et al.,

2005; Koscs et al., 2012), por lo que se usd 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 relacion con los niveles basales de
esta citocina producidos por las células CaSki y HelLa en cultivo. Sin embargo, la
produccion de IL-10 inducida por Ado en CaSki y HelLa fue disminuida fuertemente
por la adicion del antagonista MRS1754 en un 68% y 41%, respectivamente,
mientras que la adicion del antagonista ZM241385 redujo la produccion de IL-10 en
41% y 21%, respectivamente (Figura 11 A y B). De manera similar, el efecto
inhibitorio del antagonista MRS1754 se observé al reducir la expresion del ARNm

para IL-10 en ambas lineas celulares (Figura 11).
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Figura 11. El bloqueo de AzeR revierte el efecto de adenosina para inducir produccién de IL-
10 en células de CaCu. Células tumorales CaSki y HelLa fueron cultivadas en presencia de 10 yM
de adenosina (Ado). Treinta minutos antes de agregar Ado, 10 yM de ZM241385 y de MRS1754,
antagonistas especificos de A2aR y A2sR respectivamente, se agregaron a los cultivos. NECA (10
MM), un agonista no selectivo de los receptores de Ado, fue usado como control para la induccién de
IL-10. Después de 48 horas, las concentraciones de IL-10 en los sobrenadantes se analizaron por
ELISA. La expresion del ARNm de IL-10 en las células tratadas se analiz6 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 interaccion de Ado con el receptor A2sR induce protecciéon en las células

de CaCu contra la actividad citotoxica de las células T.

Nuestros resultados previos demostraron que AMP y Ado inducen la
produccion de IL-10 en células tumorales de CaCu. Para determinar si estas
moléculas afectan la expresion 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 disminucion de moléculas HLA clase | de

manera dosis dependiente, sin embargo, la mayor disminucion se observo después

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

(Figura 12). El tratamiento con 10 yM de AMP o Ado redujo la expresion de

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

y C), mientras que, en las células HelLa la disminucion fue de 25% y 35%,

respectivamente (Figura 12 By D).
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Figura 12. Células tumorales de CaCu en presencia de AMP y Ado son inducidas a disminuir
la expresion de moléculas HLA-I. Células tumorales CaSki y HeLa (1x10%) fueron cultivadas por
24y 48 horas en presencia de 1 yM, 10 yM y 100 uM de AMP (A yB) o Ado (C y D). La expresion de
moléculas HLA-I en las lineas celulares se analiz6 por citometria de flujo. Los resultados son
representativos de tres ensayos independientes, se muestran los promedios + SD. *# p<0.05, **#
p<0.001 para la expresién de moléculas HLA-I de células tratadas con respecto al control negativo

(Ctl (-)) en cada tiempo de cultivo.
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El efecto de AMP sobre la expresion de HLA-I fue revertido por la adicion de
APCP en ambas lineas celulares (Figura 13). Por otra parte, en las células CaSki-
pS/siRNA-CD73 y HelLa-pS/siRNA-CD73 la disminucion de la expresion de
moléculas HLA-I solo se observé cuando estas células fueron tratadas con Ado. Lo
cual indica que la generacion autdcrina de Ado a través de la hidrolisis de AMP por
la actividad enzimatica de CD73, puede patrticipar en la desregulacion de moléculas

HLA-I en células tumorales de CaCu (Figura 13).
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Figura 13. La via CD73-Adenosina participa en la disminucién de moléculas HLA-I en células
tumorales de CaCu. Células CaSki, CaSki-pSi/siRNA-CD73, HeLa y HelLa pS/siRNA-CD73 fueron
cultivadas en presencia de 10 yM de AMP o adenosina (Ado). APCP se agregé a los cultivos para
inhibir la actividad de CD73. Después de 48 horas se analizé la expresion de moléculas HLA-I en las
lineas celulares por citometria 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 expresion 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 disminucion de la expresion de
moléculas HLA-I en las células tumorales de CaCu, las células CaSki y HelLa se
cultivaron en presencia de Ado o IL-10 recombinante humana (como control). De
manera interesante se observé que la IL-10 recombinante disminuyo la expresion
de las moléculas HLA-I de manera similar a la Ado, mientras que, la adicion de un
anticuerpo neutralizante anti-IL-10 revirti6 completamente el efecto que produjo la
Ado y la IL10 recombinante sobre la expresion de moléculas HLA-I en las células
tumorales (Figura 14). Tomando en cuenta que la interaccion de Ado con los
receptores A2aR y A2sR estéd estrechamente relacionada con la generacion de IL-
10, también se analizo el efecto de los antagonistas ZM241385 (antagonista para
A2aR) y MRS1754 (antagonista para Az2sR) sobre la expresion de moléculas HLA
clase I. La adicion del antagonista MRS1754 revirti6 completamente el efecto
generado por Ado para disminuir la expresion de moléculas HLA-I en las células
tumorales, lo cual sugiere que la sefalizacion del receptor A2sR por Ado es relevante
para inducir la produccién de IL-10 y afectar, en consecuencia, la expresion de

moléculas HLA-I (Figura 14).
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Figura 14. El bloqueo de A2BR revierte la disminucion de moléculas HLA-I inducida por Ado
en células de CaCu. Células CaSki y HeLa (1x10°) fueron cultivadas en presencia de 10 uM de
adenosina (Ado). Treinta minutos antes de agregar Ado, 10 yM de ZM241385 o MRS1754,
antagonistas especificos de A2aR y A2sR respectivamente fueron adicionados a los cultivos. Después
de 48hrs, la expresion de moléculas HLA-I se analiz6 por citometria de flujo. Los resultados son

representativos de tres ensayos independientes, se muestran los promedios + SD. * (p<0.05) para
la expresion de moléculas HLA-I en células tratadas con respecto al control negativo (Ctl (-)).

Finalmente, para comprobar el mecanismo de evasion inmune de las células
tumorales mediado por la via CD73-Ado, células CaSki fueron previamente
cultivadas en presencia de 10 uM de Ado; 5 ng/ml de IL-10 recombinante humana
(rhIL-10); 10 uM de Ado con 10 uM de ZM241385; 10 uM de Ado con 10 uM de
MRS1754 o0 10 uM de Ado en presencia de un anticuerpo neutralizante anti-IL-10.

Posteriormente, se cocultivaron linfocitos T citotoxicos especificos, los cuales fueron
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previamente estimulados con péptidos antigénicos derivados de las proteinas E6 y
E7 de VPH-16 y que se unen especificamente al alelo HLA-A2 (Kast et al., 1994;
Ressing et al., 1995; Garcia-Rocha et al., 2015).

Como se esperaba, Ado e IL-10 recombinante favorecieron la evasion del
reconocimiento inmune en las células tumorales, mientras que el bloqueo del
receptor Az2sR y la neutralizacion de IL-10, empleando un anticuerpo neutralizante,
revirtieron el efecto de Ado, haciendo a las células tumorales mas sensibles a la
actividad citotoxica de los linfocitos T (Figura 15). Estos resultados indican que la
interaccién de Ado con el receptor AzsR incrementa la produccion de IL-10 en las
células tumorales y las induce a disminuir la expresion de moléculas HLA-I para

protegerlas de la lisis mediada por los linfocitos T citotoxicos.
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Figura 15. Adenosina protege a las células de CaCu del efecto citotéxico de las células T, el
cual es revertido por el bloqueo de AzsR. Para determinar si adenosina protege a las células de
CaCu del efecto citotoxico de células T especificamente activadas, células CaSki fueron previamente
cultivadas por 48 horas en presencia de 10 uM o 5 ng/mL de IL-10 recombinante humana.
Posteriormente, se cocultivaron con linfocitos T CD8* especificos para los péptidos antigénicos
KLPQLCTEL (18-26 residuos) derivados de la proteina E6 del VPH-16 o TLHEYMLDL (7-15
residuos) y YMLDLQPETT (11-20 residuos) derivados de la proteina E7 del VPH-16. La actividad de
los linfocitos T citotéxicos 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 citotéxicos sobre células CaSki
cultivadas en ausencia de adenosina (Ctl (-)).
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DISCUSION DE RESULTADOS

Nuestro grupo de trabajo reporté que las células de CaCu expuestas a AMP
pueden generar grandes cantidades de Ado para suprimir las funciones de linfocitos
T citotéxicos (Mora-Garcia 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 produccién de IL-10 a través de la via 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
AzsR con un antagonista especifico, revirtio este efecto. Ademas, la IL-10 producida

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

Se ha reportado que Ado al interactuar con los receptores A2aR y A2sR es
capaz de inhibir la activacion de células efectoras del sistema inmune al incrementar
los niveles de AMPc, produciendo en consecuencia una reduccion en la sintesis de
citocinas proinflamatorias e incremento en la sintesis 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 uM de AMP
0 de Ado, fueron inducidas a producir IL-10. Es importante mencionar que las
células CaSki produjeron mayores cantidades de IL-10 en relacién con las células
HelLa, 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 afio 2017, nuestro grupo de
investigacion reportd una mayor expresion de CD73 en las células CaSki con
respecto a las células Hela, lo cual se relacioné con una mayor capacidad de las
células CaSki para producir Ado (Mora-Garcia et al., 2017). De manera interesante,
encontramos que cuando las células CaSki y HelLa fueron interferidas a expresar
CD73 empleando un siRNA, ambas lineas celulares redujeron de manera
importante la capacidad para producir IL-10. Este efecto fue mas notable en las

células HeLa. No obstante, cuando se adicion0 Ado exdgena ambas lineas
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celulares inhibidas en CD73 recuperaron la capacidad para producir IL-10 de
manera similar a las respectivas lineas celulares parentales. Por otro lado, se ha
reportado que la generacion de citocinas inmunosupresoras, tal como IL-10 y TGF-
B, a través de la sefializacion por Ado, estda mediada principalmente por los
receptores Aza y Azs. En nuestros resultados encontramos que la adicion de
MRS1754, antagonista de los receptores Azs, revirtié fuertemente la produccién de
IL-10 estimulada por la Ado en ambas lineas celulares, mientras que la adicion de
ZM?241385, antagonista de Aza, solo produjo un efecto importante en la reduccion
de la produccion de IL-10, inducido por Ado, en las células CaSki. Cabe mencionar
gue al analizar la expresion de los receptores Aza y Azg, Se encontré una mayor
expresion de receptores Azs en las células CaSki en relacion con las células Hela.
Esto puede estar relacionado con una mayor sefializacion de Ado a través de este
receptor para inducir la produccién de IL-10, tal como ha sido observado en las
células efectoras del sistema inmune (Nemeth et al., 2005; Koscso et al., 2012;
Bhairavabhotla et al., 2007).

Por otra parte, los resultados obtenidos en el presente trabajo no solo
demostraron que la via adenosinérgica participa en la generacién de IL-10, sino que
las cantidades de IL-10 producidas por las células tumorales son capaces de inducir
una significativa disminucion de la expresion de moléculas HLA-I. De manera
interesante, la disminucion en expresion de las moléculas HLA-I en las células
tumorales disminuyé en relacion con la produccién de IL-10 por las células
tumorales, encontrandose un 40% y 60% de reduccion en las células HeLa y Caski,
respectivamente, después de que las células fueron tratadas con Ado o AMP. De
manera importante, también se demostro la participacion de la via CD73-Ado en
este fendmeno, debido a que las células tumorales inhibidas en la expresion de
CD73, no disminuyeron la expresion 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 demostré que la sefializacion de Ado a través de del receptor Azs es
fundamental en este fendmeno, ya que al emplear el antagonista para el receptor

Azs (MRS1754) se revirtié la disminucion en la expresion de moléculas HLA-I en las
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células tumorales, de manera similar a cuando se utilizd 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 expresion de CD73, incluso se
ha observado que las proteinas virales E6 y E7 podrian estar participando en la
sobreexpresion de esta ectoenzima (Beckenkamp et al., 2014; Mora-Garcia et al.,
2017; Garcia-Rocha et al., 2018; Gutiérrez-Hoya et al., 2019; Mora-Garcia et al.,
2019). Por esta razén, linfocitos T citotoxicos especificos para reconocer péptidos
de las proteinas E6 y E7 se cocultivaron en presencia de células tumorales de CaCu
para evaluar su actividad citotdéxica. Asimismo, los tratamientos con Ado o IL-10
recombinante fueron suficientes para proteger a las células tumorales de la actividad
citotoxica de los LTC mientras que, el antagonista para el receptor A2s 0 un
anticuerpo neutralizante anti- IL-10 favorecié el reconocimiento de las células

tumorales por linfocitos T citotoxicos.

Tomando en cuenta que los tumores de CaCu se caracterizan por producir
altas concentraciones de IL-10, la cual ademas de suprimir la funcion 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 expresion
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, cancer de ovario, gastrico, esdfago y prostata también se ha
observado baja expresién de moléculas HLA-I asociado con la produccion 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 hidrolitica de CD73 o de la sefializacién de receptores de
Ado clave en la produccién de estas citocinas, tal como AzsR, podria ser
considerada como una estrategia potencial para el tratamiento del CaCu y de otros

tipos de cancer.
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CONCLUSIONES

La via CD73-Ado juega un papel importante en la induccion de la expresion
y secrecion de IL-10 en células de CaCu a través de la generacion de Ado vy la

activacion del receptor AzsR.

La IL-10 producida a través de la via adenosinérgica desregula la expresion
de moléculas HLA-I en células tumorales, lo cual las protege del reconocimiento

inmune mediado por linfocitos T citotoxicos.

PERSPECTIVAS

Dilucidar las vias de sefalizacion involucradas en la generacion de IL-10 a
través de la activacion del receptor A2sR, asi como, la via de sefializacion implicada

en la desregulacion de moléculas HLA-I mediante IL-10.
Analizar en un modelo tumoral in vivo el papel de antagonistas especificos

para el receptor A2sR sobre el reconocimiento antitumoral a través de la modulacién

de la expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase 1.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Cervical cancer (CeCa) produces large amounts of IL-10, which downregulates the major histocompatibility
Cervical cancer complex class I molecules (HLA-T) in cancer cells and inhibits the immune response mediated by cytotoxic T
Interleukin-10 ) lymphocytes (CTLs). In this study, we analyzed the ability of CeCa cells to produce IL-10 through the
HLA Class 1 downregulation CD73-adenosine pathway and its effect on the downregulation of HLA-I molecules to evade CTL-mediated

Adenosinergic pathway
Ay adenosine receptor
Immune evasion

immune recognition. CeCa cells cultured in the presence of =10 pM AMP or adenosine produced 4.5-6 times as
much IL-10 as unstimulated cells. The silencing of CD732 or the blocking of AR with the specific antagonist
MRS1754 reversed this effect. In addition, IL-10 decreased the expression of HLA-1 molecules, resulting in the
protection of CeCa cells against the cytotoxic activity of CTLs. The addition of MRS1754 or anti-IL-10 reversed
the decrease in HLA-I molecules and favored the cytotoxic activity of CTLs. These results strongly suggest the
presence of a feedback loop encompassing the adenosinergic pathway, the production of IL-10, and the down-
regulation of HLA-I molecules in CeCa cells that favors immune evasion and thus tumor progression. This
pathway may have clinical importance as a therapeutic target.

1. Introduction the death rate by this disease is 18 times higher than in developed
countries [2]. Persistent infection with high-risk human papillomavirus

Cervical cancer (CeCa) is the fourth most common type of cancer in (HR-HPV) is one of the main risk factors for the development of low-
women worldwide and represents one of the main health problems grade squamous intraepithelial lesions (SIL) and eventually CeCa [3].
worldwide [1]. [t has been estimated that approximately 90% of deaths During the progression of CeCa, the integration of HR-HPV sequences in
by CeCa in 2015 occurred in low- and middle-income countries, where the host cell genome and the expression of proteins E2, E6, and E7
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ceptors; ATCC, American Type Culture Collection; CD39, ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase-1; CD7 3, 5-ectonucleotidase; CeCa, Cervical cancer; CTLs,
cytotoxic T lymphocytes; HIF-1a, Hypoxia-induecible factor 1la; HLA-I, major histocompatibility complex class I molecules; HR-HPV, high-risk human papillomavirus;
Ino, inosine; MDSCs, myeloid-derived suppressor cells; MFI, mean fluorescence intensity; MRS1754, 8-[4-[((4-cyanophenyl)carbamoylmethylloxy]phenyl]-1,3-di(n-
propyl)xanthine hydrate; NECA, 1-(6-amino-9H-purin-8-y1)-1-deoxy-N-ethyl-b-D-ribofuranuronamide; NE, natural killer cells; rhiL-10, recombinant human inter-
leukin-10; SILs, low-grade squamous intraepithelial lesions; TME, tumor microenvironment; T regs, regulatory T cells; ZM241 385, 4-(-2-[7-amino-2-{2-furyl}{1,2,4}
triazolo{2,3-a} {1,3,5}riazin-5-yl-amino]ethyl)phenol
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induce the transcription of immunoregulatory cytokines, such as IL-10,
which in addition to having anti-inflaimmatory and immunosuppressive
activity favors the evasion of the immune response of the host [4-7]. In
this context, the downregulation of class I human leukocyte antigens
(HLA-I) is a phenomenon frequently observed in tumor cells to escape
immune recognition mediated by cytotoxic T lymphocytes (CTLs)
[8-10], and the presence of IL-10 in the tumor microenvironment is
strongly associated with this mechanism [11-13]. Persistent infection
by HR-HPV has been strongly associated with the presence of IL-10 in
cervical tissues [4,15], and an increased level of this cytokine has been
associated with downregulation of HLA-I molecules in cells infected
with HR-HPV [12-14]. In fact, in patients with CeCa, high expression of
IL-10 in cervical tissue correlates with higher-grade lesions [15-17].
The mechanisms by which IL-10 expression and secretion are induced
in CeCa cells have not been fully elucidated.

On the other hand, the signaling of adenosine (Ado) through specific
receptors (AgxR and AgpR) in cells of the immune response, such as
macrophages, microglia cells, and invariant natural killer T cells, has
anti-inflammatory effects when promoting IL-10 production [18-20].
Ado, an endogenous purine nucleoside, is a biologically active extra-
cellular signaling molecule that is produced in sites of metabolic stress
associated with hypoxia, ischemia, trauma, or inflammation and even
in the tumor microenvironment (TME) through the adenosinergic
pathway, where high concentrations of adenosine triphosphate/ade-
nosine diphosphate (ATP/ADP), more than 50 pM, are hydrolyzed to
AMP by the ectoenzyme CD39 (ectonucleoside triphosphate dipho-
sphohydrolase-1, ENTPD1; EC 3.6.1.5) and subsequently to Ado by the
activity of 5-ectonucleotidase (CD73, EC 3.1.3.5) [21-23]. The ma-
jority of the extracellular signaling activities of Ado are mediated by
receptors in the cell membrane, which are coupled to G proteins and are
divided into four subtypes (AR, AzaR, AzpR and AsR) [24-26].

We recently reported that CeCa cells express high levels of CD73
and generate large amounts of Ado from the hydrolysis of AMP [27]. In
this study, we analyzed the ability of CeCa cells to produce [L-10
through the CD73-adenosine pathway and its effect on the down-
regulation of HLA-I molecules to evade CTl-mediated immune re-

cognition.
2. Materials and methods
2.1. Cell lines

The CaSki (HPV167) and Hela (HPV18™) CeCa cell lines were
obtained from the American Type Culture Collection. CaSki and Hela
cells with inhibited expression of CD73, generated by our working
group [28], were also used in this study.

2.2, Cell culnures

To analyze the participation of the adenosinergic pathway in the
secretion of [L-10 and the expression of HLA-I molecules in CeCa cells,
1 % 10° tumor cells were cultured in 24-well plates for 48 h in the
presence of different concentrations (1 pM, 10 uM, and 100 pM) of AMP
or Ado. Cells cultured with 10 pM 1-(6-amino-9H-purin-9-y1)-1-deoxy-
N-ethyl-b-D-ribofuranuronamide (NECA), a nonselective AR agonist
(Sigma-Aldrich, 5t. Louis, MO, USA), were used as a positive control
[19]. To inhibit the activity of CD73, 10 pM adenosine 5'-(a,f-methy-
lene)diphosphate (APCP), a specific inhibitor of CD73, was added. To
block AjRs, a 10 uM concentration of the specific antagonist [4-(-2-[7-
amino-2-{2-furyl}{1,2,4}triazolo{2,3-a} {1,3,5}triazin-5-yl-amino]
ethyl)phenol, ZM241385] (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) or [ 8-
[4-[((4-Cyanophenyl)carbamoylmethyl)oxy] phenyl]-1,3-di(n-propyl)
xanthine hydrate, MRS1754] (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was
added 30 min before the addition of Ado to cell cultures, as previously
reported [28]. Cultures were maintained in RPMI-1640 medium sup-
plemented with 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco), 100 IU/ml
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penicillin, and 100 pM/ml streptomycin (Gibco) at 37 °C in 5% CO,.

To decrease the expression of HLA-I, tumor cells were cultured in
the presence of 5 ng/ml recombinant human IL-10 (rhiIL-10, PeproTech,
Rocky Hill, NJ, USA). To neutralize the biological activity of rhiL-10 or
I1-10 produced by the cells, 20 ng/ml of the rabbit anti-human IL-10-
specific neutralizing antibody (anti-IL-10, PeproTech, NJ, USA) was
added, as previously reported [29].

2.3. Expression of HLA-I in CeCa cells

The expression of HLA-I molecules in CeCa cells was determined by
flow cytometry using the W&6/32 monoclonal antibody, which re-
cognizes a conformational epitope in the heavy chain complex/fz-mi-
croglobulin. This antibody was generously provided by Dr. Gerd
Moldenhauer of the German Cancer Research Center, Heidelberg,
Germany. Cells stained only with goat anti-mouse secondary antibody
labeled with FITC (Sigma-Aldrich, 5t. Louis, MO, USA) were used as a
negative control. Cell samples were analyzed on a FACSCanto flow
cytometer (BD Biosciences, San Diego, CA, USA). After cellular debris
was removed, a total of 10,000 events were analyzed for mean fluor-
escence intensity (MFI). In all experiments, MFI was determined at least
three times. The results were compared with the baseline expression of
HLA-I in CeCa cells, which was set to the value of 100.

2.4, Expression of CD73 and AzR in CeCa cells

The expression of CD73, Ay R and AzgR in the tumor cell membrane
was determined by flow cytometry using the following antibodies: anti-
CD73-PE monoclonal antibody (BD Biosciences, San Diego, CA, USA),
anti-A;4R-PE monoclonal antibody (NOVUS Biologicals, Colorado,
USA), and the polyclonal antibody ADORAZB ALEXA FLUOR® 350
(Bioss Antibodies, Massachusetts, USA), respectively, according to the
manufacturer's instructions. The determinations were made in a
FACSCanto flow cytometer. After discarding cell debris, 10,000 events
were analyzed, and the MFI was determined in each case.

2.5. Hydrolytic activity of CD73 in GeCa cells

To determine the enzymatic activity of the ectonucleotidase CD73
in CeCa cells, 1 * 10° tumor cells were washed twice with PBS and
then cultured in the presence of 5 mM AMP in a total volume of 100 pl
of RPMI-1640 medium supplemented with 10% FBS, which was dia-
lyzed previously with a membrane (molecular weight cutoff of 12 kDa).
To inhibit the enzymatic activity of CD73, the tumor cells were in-
cubated in the presence of 5 mM APCP (Sigma-Aldrich, 5t Louis, MO).
After 30 min of incubation with the inhibitor, AMP was added to a final
concentration of 5 mM. To analyze the generation of Ado in the cell
cultures, supernatant samples were collected at the beginning and after
5 h of incubation. Ado was detected by thin-layer chromatography
(TLC) using flucrescent plates previously coated with gel (Whatman; GE
Healtheare, Freiburg, Germany). For this purpose, 2-ul samples of each
supernatant were loaded onto the plates and subsequently eluted for 1 h
using a mobile phase composed of a mixture of isobutanol: ethyl
acetate: methanol: ammonia (7: 4: 3: 4) [30]. As standards, 1-pl samples
of AMP, Ado, inosine (Ino), and hypoxanthine (Hyp) (Sigma-Aldrich)
were used at 5 mM. Finally, the compounds were visualized and pho-
tographed under a UV transilluminator (UVP Biodo-H System, Upland,
CA). Supernatant samples were also quantitatively analyzed by ultra-
performance liquid chromatography (UPLC) (Acquity UPLC, Waters,
Milford MA, EEUU.) using standard amounts of synthetic Ado as pre-
viously reported by our working group [27]. All experiments were run
in triplicate.

2.6. Expression of IL-100 mRNA in CeCa cells

To determine the expression level of IL-10 mRNA in CeCa cells
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cultured with medium alone or with different treatments, the tumor
cells were harvested and washed twice with PBS. RNA was then ex-
tracted with TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) according to the
supplier's instructions. cDNA was synthesized from 500 ng/pl of RNA
with the High Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). The RT-PCR products of the CeCa
cells were used to analyze the expression of IL-10 by endpoint RT-PCR.
To control for the variations in the amounts of RNA, we measured -
actin as a normalization control. [L-10 was amplified by adding 5 pl of
cDNA from each sample plus 2.5 mM MgCls to a reaction mixture with
a final volume of 25 pl according to the manufacturer’s instructions for
PCR. Master Mix (Promega, Madison, WL, USA). The reactions were
performed in a TC1000-G thermocycler (Biobase, USA) according to its
protocol. cDNA was denatured for 5 min at 94 °C, and amplification was
performed in 35 cycles of denaturation at 94 *C for 45 s, annealing at
the best temperature for each primer pair, and extension at 72 °C. The
last cycle was a 5-min extension at 72 “C. The amplified products were
electrophoresed in a 1.5% agarose gel. The gel was stained with GelRed
(Biotium, Hayward, CA, USA) to visualize the amplified PCR products
on a UV transilluminator. The specific primers used for IL-10 and p-
actin were as follows: IL-10 forward 5'GCATCACCTCCTCCAGGTAA'S,
reverse 3 "TGAAGGATCAGCTGGACAACT; B-actin forward 5'GGGTCA
GAAGGATTCCTATG'3, reverse 3'GGTCTCAAACATGATCTGGGS. The
relative concentrations were evaluated by a densitometric analysis of
autographic images digitized using the public domain ImageJ (available
online: http://imagej.nih.gov/ij/). The relative concentrations were
compared with the control group (cells cultured only with medium). All
experiments were run in triplicate.

2.7, Levels of II-10 in cultures of CeCa cells

The IL-10 levels in the culture supernatants of the CeCa cells were
analyzed with an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit for
human IL-10 (Human IL-10 Standard ABTS ELISA Development Kit,
PeproTech, NJ, USA) according to the manufacturer's instructions.

2.8. Cytotoxicity assays

To analyze the ability of effector T lymphocytes to recognize CeCa
cells with low HLA-I expression, TCD8* cells with specificity for the
KLPQLCTEL antigenic peptide (residues 18-26 derived from the E&
protein of HPV-16 or TLHEYMLDL (residues 7-15) and YMLDLQPETT
(residues 11-20) derived from the E7 protein of HPV-16, which bind
specifically to the HLA-AQ201 allele, were obtained by a method pre-
viously reported by our group [29]. CaSki cells cultured for 48 h with
10 uM Ado or with 10 ng/ml rhiL-10 in the presence or absence of the
anti-human [I-10 neutralizing antibody were marked with 5(6)-car-
boxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester (CFSE) (Sigma-Aldrich
St Louis, MO, USA), and CD8™ T cells were labeled with a CD8-APC
antibody (R & D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA) following the
protocol provided by the supplier.

The cell viability solution 7-AAD (Sigma-Aldrich St Louis, MO,
USA) was used to measure cell lysis. Effector cells and target cells were
incubated for 4 h in a 20:1 ratio. Viable cells were analyzed on a
FACSCanto flow cytometer, collecting a minimum of 100,000 events, to
determine the percentage of CFSE/7-AAD-positive target cells. In some
cases, 5% hydrogen peroxide was used for total lysis of target cells. The
percentage of lysis was calculated according to the following formula:
¥ cytotoxicity = 100 x [experimental lysis (CFSE™, 7-AAD™) — basal
lysis (CFSE*, TAAD )]

2.9 Statistical analysis
All numerical data are expressed as the mean + standard deviation

(5D) from experiments performed in triplicate. The comparisons were
made by the Kruskal-Wallis test within GraphPad Prism software
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(GraphPad, Software, La Jolla, CA, USA). A value of p = 0.05 was
considered significant.

3. Results

3.1. CeCa cells increase their production of IL-10 through the CD73-Ado
pathway

IL-10 is a pleiotropic cytokine that is highly secreted in the TME and
has been strongly associated with escape from the immune response
[15,31-32]. It has also been increased in the serum and tissues of pa-
tients with CeCa [6-7,15]. However, the mechanisms that lead to the
production of IL-10 in tumor cells are not fully known. Ado signaling
through A;Rs induces the production of IL-10 in different cell types
[18-20]. We have recently demonstrated that CeCa cells can produce
large amounts of Ado from the functional activity of CD73 [27].
Therefore, to investigate whether CeCa cells are induced to produce IL-
10 through the CD73-Ado pathway, 1 x 10° CaSki (HPV-16™) and
Hela (HPV-18") tumor cells were cultured for 24 h or 48 h in the
presence of different concentrations (0 pM, 1 pM, 10 pM, and 100 pM)
of AMP or Ado. Subsequently, the IL-10 concentration in the super-
natant was measured by ELISA. We initially corroborated the functional
activity of CD73 in CeCa tumor cells by culturing 1 > 10° CaSki and
HeLa tumor cells in the presence of 5 mM AMP and in the presence or
absence of 5 mM APCP, a specific inhibitor of CD73. The generation of
Ado by both cell lines was strongly inhibited in the presence of APCP
(Supplementary Fig. 1).

On the other hand, the presence of AMP or Ado in cultures of CeCa
cells induced a significant dose-dependent increase in the production of
I1-10, such that the highest concentrations of IL-10 were detected at
48 h of culture in 10 pM or 100 pM AMP or Ado. When using 10 pM
AMP or Ado, an increase in the concentration of IL-10 was detected
relative to the basal culture condition (the absence of these molecules),
by 2- or 4.5-fold in the supernatants of the CaSki cells (Fig. 1A and C)
and 3- or 6-fold in the supernatants of Hela cells (Fig. 1B and D), re-
spectively. It is noteworthy that the concentration of IL-10 in the su-
pernatant of cells treated with 10 pM vs. 100 pM AMP or Ado was not
significantly different, so these molecules were used at a concentration
of 10 pM in subsequent assays.

We have previously generated CaSki and Hela cells with down-
regulated expression and enzymatic activity of CD73 using siRNAs di-
rected to the isoforms NM-001204813.1 and NM-002526.3 of CD73.
These cells were termed CaSki-pS/siRNA-CD73 and Hela-pS/siRNA-
CD73, respectively [28]. When we cultured these cells in the presence
of 10 pM AMP or Ado, we observed that both produced IL-10 when
cultured only in the presence of Ado. In contrast, parental CaSki and
Helaa cell lines produced IL-10 when cultured in the presence of AMP or
Ado. The addition of APCP to the culture of the parental lines reversed
the production of IL-10 induced by AMP (Fiz. 2A and B). These results
strongly suggest that CeCa cells are induced to increase the production
of IL-10 through the CD73-adenosine pathway.

3.2, AggR blockade reverses the Ado effect to induce IL-10 production in
CeCa cells

AzsR and AgzpR are involved in the production of IL-10 in various
types of immune cells [18-19,32]. To determine whether the interac-
tion of Ado with these receptors induces the production of IL-10 in CeCa
cells, the CaSki and Hela cell lines were cultured in the presence of
10 pM Ado and in the presence or absence of 10 pM ZM241385 or
MRS1754, specific antagonists of Az,R and AagR, respectively. The
expression of AzaR and AguR receptors was determined by flow cyto-
metry (Supplementary Fig. 2). To analyze the participation of these
receptors in the production of IL-10, CaSki and HeLa cells were cultured
for 30 min in the presence of 10 pM ZM241385 or MRS1754 and then in
the presence of 10 pM Ado. NECA, a nonselective AR agonist known for
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Fig. 1. CeCa cells cultured in the presence of AMP and Ado are induced to secrete IL-10. CaSki and HeLa cells (1 » 107) were cultured for 24 h (M) or 48 h ([]) in the
presence of 1 M, 10 pM, or 100 pM AMP (A and B) or Ado (C and D). Samples of the supernatants were collected every 24 h to measure the level of IL-10 by ELISA.
The data are representative of three independent experiments, and the mean + SEM is shown. * *p < 0.05, ** *fp < 0.001 for the IL-10 content of the
supernatants of the treated cells with respect to the negative control (Ctl (—J) at each culture time,

inducing [1-10 production in immune cells [18-19], was used as a
positive control. As expected, Ado and NECA induced a significant in-
crease in [L-10 production by CeCa cells, more than three times its basal
production (Fig. 3). Interestingly, MRS1754 had a greater effect than
ZM241385 on reversing the production of IL-10 induced by Ado in
tumor cells: 68% vs. 32% in CaSki cells and 41% vs. 21% in Hela cells
(Fig. 3). On the other hand, the increase in the production of IL-10
induced by Ado in CaSki and Hela cells was associated with the up-
regulation of IL-10 mRNA in both cell lines. Similarly, the addition of
MRS1754 strongly reduced the expression of IL-10 mRNA in both cell
lines (Fig. 3). These results indicate that AzgR participates significantly
in the production of IL-10 by CeCa cells.

3.3. The interaction of Ado with AzgR induces the protection of CeCa cells
against the cytotoxic activity of T cells

IL-10 can downregulate the expression of HLA-I molecules and
thereby protect tumor cells from CTL-mediated immune recognition
[13.33]. Considering that CeCa cells are induced to produce IL-10 when
cultured in the presence of AMP or Ado, we analyzed whether, under
these culture conditions, a decrease in the expression of HLA-I mole-
cules in tumor cells was induced. Initially, CaSki and Hela cells were
cultured for 24 or 48 h in the presence of different concentrations of
AMP or Ado, and the greatest decrease in the expression of HLA-I
molecules was observed after 48 h at a concentration = 10 pM AMP or
Ado (Supplementary Fig. 3). When using 10 pM AMP or Ado, CaSki

cells decreased their expression of HLA-I by 35% or 60%, respectively
(Fig. 4A), and Hela cells decreased their expression by 25% and 35%,
respectively (Fig. 4B). The addition of APCP completely reversed the
decrease in HLA-I induced by AMP in both cell lines (Fig. 4). On the
other hand, CaSki-pS/siRNA-CD73 and HeLa-pS/siRNA-CD73 cells only
had decreased expression of HLA-I molecules when they were cultured
in the presence of Ado (Fig. 4).

To analyze whether IL-10 contained in the supernatants was re-
sponsible for the decrease in the expression of HLA-I molecules in tumor
cells, a neutralizing anti-IL-10 antibody was added to the cultures of
CaSki and Hela cells in the presence of Ado. The addition of the anti-IL-
10 neutralizing antibody completely reversed the effect that Ado and
rhil-10 (control) had on downregulating the expression of HLA-I mo-
lecules in CaSki and Hela cells (Fig. 5). Taking into account that CeCa
cells are induced to produce [L-10 through the interaction of Ado with
AzuR and AspR, we proceeded to analyze whether the blocking of both
receptors reversed the decrease in the expression of HLA-I molecules
induced by Ado in tumor cells. Interestingly, only AzzR blockade
completely reversed the Ado effect to downregulate the expression of
HLA-I molecules in CaSki and HeLa cells (Fig. 5), suggesting that the
interaction between Ado and AR is paramount for immune evasion in
CeCa cells. To corroborate this mechanism, CaSki tumor cells cultured
previously with Ado or rhiIL-10 were challenged with CTLs that were
previously stimulated with antigenic peptides derived from the HPV-16
E6 and E7 proteins, which bind specifically to the HLA-A2 allele
[34-35] and that we have previously analyzed in CaSki cells [29].
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Fig. 2. The CD73-Ado pathway is necessary to
induce the production of IL-10 in CeCa cells.
CaSki, CaSki-pS/siRNA-CD73, Hela, and Hela-
pS/siRNA-CD73 cells (1 » 10°) were cultured in
the presence of 10 pM AMP or adenosine (Ado).
After 48 h, the supernatants were collected, and
the IL-10 concentrations were determined by
ELISA. Adenosine 5'-(o,p-methylene) dipho-
sphate (APCP) was added to cultures of CaSki
and Hela cells to inhibit the activity of CD73.
The data are representative of three independent
experiments, and the mean = SEM is shown. *f
p < 0.001 for the IL-10 concentration in the
supernatant of the treated cells with respect to
their corresponding control.

Fig. 3. AzsR blockade reverses the Ado ef-

fect to induce IL-10 production in CeCa
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The blocking of AzsR and AzpR in tumor cells cultured in the pre-

sence of Ado was also analyzed. Only the blocking of AzgR or the ad-

dition of the anti-IL-10 neutralizing antibody reversed the Ado effect to

4. Discussion

favor the evasion of the cytotoxic activity of T lymphocytes in CaSki

cells cultured in the presence of Ado (Fig. 6). These results indicate that
the interaction of Ado with AzpR primarily increases the production of
IL-10 in CeCa cells and induces them to downregulate the expression of

cultured in the presence of 10 pM adenosine
{Ado). Thirty minutes before the addition of
AMP or Ado, 10 pyM ZM241385 and
MRS1754, specific antagonists of A;,R and
AzsR, respectively, were added to some
cultures. NECA (10 pM), a nonselective AR
agonist, was used as a control for the in-
duction of IL-10. After 48 h, the IL-10 con-
centrations in the supernatants were ana-
lyzed by ELISA. The expression of IL-10
mBNA in the treated cells was analyzed by
RT-PCR. The data are representative of three
independent experiments, and the
mean * SEM isshown *p = 0.05 for the
IL-10 level in the supematant of the treated
cells compared to the control.

HLA-I molecules to protect them from T cell-mediated cytotoxic lysis.

Persistent infection with HR-HPV is key to cervical carcinogenesis
[26]. The generation of IL-10 in the local microenvironment also plays
a crucial role in the suppression and evasion of the immune system and,
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therefore, the progression of the disease [37]. In the microenvironment
of the cervix, during the different stages of HPV infection, the pro-
duction of [I-10 can be induced and maintained by different cellular
sources, including infected keratinocytes, some subsets of dendritic
cells, tumor-associated macrophages, regulatory T cells (Treg) and
tumor cells [38-39]. After HPV infection, IL-10 increases as a result of
the action of the HPV E2, E6, and E7 proteins on the transcription of IL-
10 genes, while IL-10 stimulates the expression of HPV E6 and E7
[6,15], thus generating a wvicious cycle that favors an im-
munosuppressive microenvironment in the cervix that could facilitate
the progression from a simple HPV infection to SIL and eventually
CeCa. On the other hand, the production of high concentrations of IL-10
in various tumors has been associated with the hypoxic conditions that
occur in the TME [40-42], suggesting that other factors can influence
the production of IL-10 to promote tumor growth. We previously re-
ported that CeCa cells exposed to AMP generate large amounts of Ado
to suppress the effector functions of CTLs [27]. This study provided the
first evidence that CeCa cells are induced to increase the production of
IL-10 through the adenosinergic pathway. CeCa cells cultured in the
presence of AMP or Ado were induced to express and secrete IL-10.
Interestingly, the silencing of CD73 or the blocking of AR with a
specific antagonist reversed this effect. In addition, the produced IL-10
induced a decrease in the expression of HLA-I molecules in CeCa cells.
Ado exerts inhibitory effects on effector cells of the immune system
through its interaction with A;sR and AggR, which are coupled to G
proteins and increase the levels of cAMP, thus decreasing the produc-
tion of proinflammatory cytokines and increasing the synthesis of im-
munosuppressive cytokines, such as [L-10 [12,43-44]. In this study, we
observed that Ado concentrations = 10 pM were necessary to induce a
4.5- to 6-fold increase in IL-10 production in CeCa cells compared to

M Sk
3 CaSki-pSSIRNA-CDT3
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Fig. 4. The CD73-Ado pathway is necessary to
induce the downregulation of HLA-I molecules in
CeCa cells. CaSki, CaSki-pS/siRNA-CD73, Hela,
or Hela-pS/siRNA-CD73 cells (1 = 107) were
cultured in the presence of 10 pM AMP or ade-
nosine (Ado). After 48 h, the supernatants were
collected, and the IL-10 levels were determined
by ELISA. Adenosine 5'-(o,f-methylene) dipho-
sphate (APCP) was added to cultures of CaSki
and Hela cells to inhibit the activity of
CD73.Please include in the figure 4 legend: **
p = 0.001, indicate downregulation of HLA-I
molecules of the treated cells with respect to
their corresponding control.

M Hela
E=d HeLa-pSsiRNA-CDT3

basal production, and the addition of MRS1754 strongly reversed the
production of IL-10 induced by Ado. These results suggest that signaling
pathways similar to those of the effector cells of the immune system
[18-19.32] can occur in CeCa cells to induce the production of IL-10
through AsgR. In addition, this demonstrated that IL-10 produced by
Ado-treated tumor cells is important to downregulate the expression of
HLA-I molecules in CeCa cells and protect them against the cytotoxic
activity of CTLs because the addition of the anti-Il-10 neutralizing
antibody reversed this protective effect in CeCa cells.

Considering that CeCa tumors are characterized by high production
of IL-10, which affects the suppression of effector immune response
cells and the downregulation of HLA-I molecules in tumor cells to evade
immune recognition [5,18,24,39,45], blocking the activity of the CD73-
Ado and/or AzsR pathway in both tumor cells infected by HR-HPV and
immune cells producing IL-10 [18-19,32] can be considered a potential
strategy for the treatment of CeCa.

5. Conclusions

This study provides the first evidence that the Ado pathway plays an
important role in the induction of secretion and expression of IL-10 in
CeCa cells through the generation of Ado and activation of AggR. IL-10
produced through this pathway downregulates HLA-I molecules in
tumor cells, resulting in protection against CTL-mediated immune re-
cognition. These results strongly suggest the presence of a feedback
loop between the adenosinergic pathway, the production of 11-10, and
the downregulation of HLA-I molecules in CeCa cells to favor immune
evasion and thus tumor progression. Therefore, this pathway may have
clinical importance as a therapeutic target.
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Fig. 5. AzpR blockade reverses the decrease in Ado-induced HLA-1 molecules in
CeCa cells. CaSki and Hela cells (1 = 10%) were cultured in the presence of
10 pM adenosine (Ado). Thirty minutes before the addition of AMP or Ado,
10 pM ZM241385 or MRS1754, the specific antagonist of AR or AR, re-
spectively, was added to some cultures. After 48 h, the expression of HLA-I
molecules was analyzed by flow cytometry as indicated in Section 2. The data
are representative of three independent experiments, and the mean + SEM is
shown. * p < 0.05 for the expression of HLA-1 molecules in treated cells with
respect to the negative control (Ct (-)).
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Fig. 6. Ado protects CeCa cells from the cytotoxic effect of T cells, which is
reversed by AzsR blockade. To determine if Ado could protect CeCa cells from
the cytotoxic effect of specifically activated T cells, CaSki cells were cultured for
48 h in the presence of 10 pM adenosine (Ado) or 5 ng/ml rhil-10, harvested,
and challenged with CTL (CD& " T lymphocytes) specific for the KLPQLCTEL
antigenic peptide (residues 18-26) derived from the E6 protein of HPV-16 or
TLHEYMLDL (residues 7-15) and YMLDLOQPETT (residues 11-20) derived from
the protein E7 of HPV16. CTL activity was evaluated by measuring the viability
of cells marked with CFSE and 7-AAD, as indicated in Section 2. * p < 0.05
compared to the activity of CTL on CaSki cells cultured in the absence of Ado
(Ctl (—)). The data represent 3 independent experiments; the mean * SEM is
shown.
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