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Este trabajo de tesis se desarroll6 en el Laboratorio de Inmunologia y Céncer de la UIMEO,

Hospital de Oncologia CMN SXXI IMSS.
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“En este lugar no perdemos demasiado tiempo mirando hacia atras.

Camina hacia el futuro, abriendo nuevas puertas y probando cosas nuevas, Sé curioso porque
nuestra curiosidad siempre nos conduce por nuevos caminos. Puedes mirar atrés, pero no te

quedes alli...

camina hacia el futuro”.

- Walt Disney

“Deseo fervientemente que algunos de ustedes contintien el trabajo cientifico y mantengan en su

ambicion, la determinacion de hacer una contribucién permanente a la ciencia.”

- - Marie Curie.
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Ada: Adenosina desaminasa

Ado: Adenosina

AMP: Adenosina monofosfato.

eAMP: Adenosina monofosfato exdgeno.

APCP: Adenosina 5 '- (a, B-metileno)

difosfato

ARs: Receptores de adenosina

ATP: Adenosina trifosfato.

eATP: Trifosfato de adenosina exdgeno.

CaCu: Cancer cérvico-uterino

CST: Estado de la comunidad.

CCF: Cromatografia Capa Fina.

CD39: Ectonucleotidasa trifosfato

difosfohidrolasa- 1; E-NTPDasal

CD73: Ecto-5"-nucleotidasa; Ecto 5"NTasa.

CTL: Linfocitos citotoxicos.

HIF-1a: Factor Uno-alfa inducible por

hipoxia.

Glosario

TEM: Transicion Epitelial Mesenquimal.

EHNA: Hidrocloruro de adenina (eritro-9-

(2-Hidroxi-3-nonil)

VPH: Virus de papiloma humano

IFN-y: Interferon gama.

IL-4: Interleucina cuatro.

IL-10: Interleucina diez.

INO: Inosina

NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervical

ERO: Especies reactivas de oxigeno

TME: Microambiente tumoral

TGF-B: Factor de Crecimiento

Transformante Beta.

VPH-AR: Virus del Papiloma Humano de

Alto Riesgo.

SIL: Lesiones Escamosas Intraepiteliales



Resumen

El Cancer Cérvicouterino (CaCu) es el cuarto tipo de cancer mas comdn en mujeres en todo el
mundo y segundo en nuestro pais, y representa uno de los principales problemas de salud a nivel
mundial. La infeccion persistente por el virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR) es
uno de los principales factores asociado con el desarrollo de lesiones intraepiteliales escamosas
de bajo grado que eventualmente progresan a CaCu. No obstante, recientemente se ha reportado
que la presencia de microbiota patégena en la mucosa del cuello uterino, puede ser un factor
clave con la progresion de la enfermedad. Por otra parte, se sabe que la via adenosinérgica
participa en la generacién de un microambiente inmunosupresor a través de la produccion de
adenosina (Ado) generada por la hidrélisis de los nucledtidos ATP/ADP y AMP mediante la
actividad de varias ectonucleotidasas. Tomando en consideracion que Fusobacterium. nucleatum
es una bacteria anaerobia Gram negativa con alta capacidad patogénica, que se ha encontrado
presente durante el desarrollo de CaCu, y que tiene la capacidad de hidrolizar ATP extracelular
para favorecer su propagacion en el sitio de la infeccion, y que las células tumorales de CaCu
tienen la capacidad de generar grandes cantidades de Ado a partir de la hidrolisis de AMP por
la actividad de la ectoenzima CD73, en este estudio, se analizo la contribucion de F. Nucleatum
con ceélulas tumorales de CaCu para producir Ado a partir de la hidrdlisis de ATP. En
condiciones de cultivo in vitro y bajo hipoxia, se determind que F. Nucleatum fue capaz de
hidrolizar de manera eficiente ATP/ADP en AMP. Sin embargo, observamos que esta bacteria
presentd muy baja capacidad para generar Ado a partir de AMP, lo cual permiti6 utilizar los
sobrenadantes de F. Nucleatum cultivada en presencia de ATP (SFn+ATP) en cultivos de células
tumorales de CaCu para analizar la produccion de Ado. De manera interesante, células tumorales

de CaCu (CaSki, HeLa y C33A) fueron capaces de generar Ado, Ino e Hipoxantina a partir de
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SFn+ATP y se observd que la produccion de Ado fue aun mayor cuando la actividad de la
enzima Adenosina Desaminasa (ADA), presente en las células tumorales, fue inhibida con el
inhibidor especifico, EHNA. Estos resultados permiten sugerir que, en un microambiente
neoplasico del cuello uterino, F. nucleatum podria contribuir con las células tumorales de CaCu
en la generacion de Ado a partir de los nucledtidos ATP y ADP, debido a la combinacion de la
actividad ATP/ADPasa de F. nucleatum y de la actividad AMPasa de CD73 expresada en las

células tumorales.
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El Cancer Cérvicouterino

El Cancer Cérvicouterino (CaCu) es una patologia que ha incrementado los niveles de
mortandad en las Gltimas décadas, de tal manera que se considera la séptima causa de muerte a
nivel mundial y en nuestro pais ocupa el segundo lugar en mujeres (IACR, 2018). Esta afeccion
se volvid un problema de salud muy importante, debido a que afio con afio se presentan cerca de
500,000 casos nuevos en el mundo, y el 80% de éstos se reportan en paises en vias de desarrollo

como Meéxico (Audirac-Chalifour et al., 2016; Garcia-Rocha et al., 2018).

El desarrollo del CaCu esté relacionado con la infeccion por el virus de papiloma humano de alto
riesgo (VPH-AR), sin embargo, no es la Unica causa relacionada con el desarrollo de esta
neoplasia. EI CaCu es una enfermedad multifactorial (Walboomers etal., 1999), y se ha
corroborado que la infeccion por VPH-AR es una causa necesaria, mas no suficiente para su
desarrollo por lo que hay diversos factores que pueden estar involucrados en el progreso de esta
enfermedad, tales como: factores mecanicos, las duchas vaginales, la deteccion de vaginosis
bacteriana o infecciones de transmision sexual, que alteran el microambiente vaginal (Audirac-

Chalifour et al., 2016; Clarke et al., 2012; Mufioz et al., 2003; Vriend et al., 2015).

El desarrollo del CaCu implica una serie de etapas secuenciales en las que las células del
cérvix presentan ciertas anormalidades histologicas conocidas como Neoplasia Intraepitelial
Cervical, NIC | (displasia leve), NIC Il (displasia moderada), NIC Il (displasia
severa/carcinoma in situ) y finalmente un cancer invasor. Durante estas etapas el microambiente
cervical y vaginal es modificado a través de la acidez, cambios en el tejido (lesiones) y la
expresion de ciertas citocinas (Audirac-Chalifour et al., 2016; Lizano-Soberén, Carrillo Garcia,
& Contreras Paredes, 2009). Cabe resaltar que, aun cuando una mujer se encuentre infectada por
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VPH-AR puede no desarrollar una neoplasia si presenta una respuesta inmune adecuada capaz de

controlar la infeccion y prevenir su progresion a una lesion precancerosa.

La microbiota vaginal y disbiosis

Si bien los factores previamente mencionados contribuyen a la progresion de las lesiones en
el cérvix, estos elementos también pueden favorecer la disbiosis vaginal. Estudios recientes
sugieren que la diversidad y composicion de la microbiota del cuello uterino contrasta segun la
etapa de progresion en la que se encuentre la neoplasia (Madrid-Marina y Torres-Poveda, 2018).
La composicion de la microbiota se clasifica de acuerdo con el estado de la comunidad (CST,
por sus siglas en inglés: community state types), el cual esta relacionado a los grupos
taxonomicos que se han encontrado en las muestras. Dicho de otra forma, un CST en cérvix, es
el conjunto de las especies bacterianas presentes en el cérvix. Por lo que recientemente, se ha
propuesto que la alteraciéon de la microbiota y/o el microambiente vaginal puede jugar un papel
importante en el desarrollo de neoplasias como el CaCu (Dejea et al., 2014; Lehtinen et al.,
2011; Sears & Garrett, 2014). Con base en ello, se han caracterizado ocho diferentes CST (I-
VII1I) en relacién a la etapa de desarrollo del CaCu (Figura 1, Tabla 1y Tabla 2): CST I se ha
designado a mujeres sin lesion de cérvix y VPH negativo; CST Il y Il a mujeres con lesiones en
cérvix y positivas a infeccion por VPH; y los CST IV y V a mujeres con lesiones
intraepiteliales escamosas (SIL) independientemente de la infeccion por VPH; los CST VIl y
VIl en mujeres con CaCu, cabe mencionar que el esta agrupacion se llevo a cabo de acuerdo
con el diagndstico histopatoldgico, por lo que el CST VI no fue considerado (Chase et al, 2015;

Madrid-Marina y Torres-Poveda, 2018; Audirac-Chalifour et al., 2016).
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I
alL cc

NCL-HPVneg NCL-HPVpos
L. crispatis 1. iners Iﬁlulglufaﬂj{' Clostridinm spp. Enterocovens spp I A. vagmae
Dialister spp. Fusobacterium spp. | Gardnerella vaginalis Megasphaera elsdenii |l Sneathia spp.
Other 1. jensenii . Psewdomaona eleavorans Shuttlewarthia spp. ¥, mecrapharum

Figura 1 Composicién de las comunidades de acuerdo con los grupos de diagndstico histopatoldgico. Junto a cada
rectangulo de color podemos encontrar la especie o grupo taxonémico. Las siglas NCL-VPHneg provienen del
inglés y hace referencia a un cérvix sin lesidn y ausencia de infeccidon por VPH; las siglas SIL se refieren a las
lesione escamosas intraepiteliales; CC, hace alusion al diagnéstico de cancer cervicouterino. Tomado de Audirac-

Chalifour et al., (2016).
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Bacterias mas abundantes

Sin Lesion Cervical L. iners, L. crispatus,
HPV-negativo L. gasseri, L. jensenii
Streptococeus agalactiae
Gardnerella vaginalis
Prevotella Sneathia
Sin Lesion Cervieal L. iners, L. erispatus, L. gasseri
HPV-positivo Gardnerella vaginalis

Pseudomonas oleovorans
Fusobacterium spp

Lesiones Escamosas Sneathia spp., Fusobacterium spp.
Intraepitelial Cervical Atopobium vaginae
Megasphaera elsdenii
Shuttleworthia satelles
L. Crispatus , L. iners
Gardnerella vaginalis

Cancer Fusobacterium necrophorum
Cervicouterino Fusobacteria spp., Sneathia spp.
Shuttleworthia spp.
Streptoccoccus agalactiae

Tabla 1 Composicién de la microbiota cervicovaginal en diferentes etapas de desarrollo del CaCu.

Tomado de Madrid-Marina, V y Torres-Poveda, K. (2018).

CST Organismos Relacién

| L. crispatus 21%
Il L. iners 17%

] Pseudomonas oleovorans 10%

v Sneathia spp 17%

A G. vaginalis 7%

Vi Streptococcus agalactiae 7%

VIl Fusubacterium necrophorum 7%

VI Fusubacterium spp 14%

Tabla 2. Estados de la comunidad (CST) y los grupos taxondmicos méas representativos en cérvix. Tomado de

Madrid-Marina & Torres-Poveda, 2018
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Durante el progreso de la enfermedad se ha reportado que el ambiente cervicovaginal es
modificado de tal forma que, aumenta la acidez vaginal y simultaneamente, la expresion de
citocinas inmunosupresoras como el Factor de Crecimiento Transformante-beta (TGF-B) e
Interleucina diez (IL-10), lo que conlleva a un estado de inmunosupresién local. Normalmente,
los mecanismos de defensa presentes son, entre otros, la presencia de Lactobacilos, un bajo pH
vaginal (<4.5) y péptidos antimicrobianos. Sin embargo, cuando ocurre un desbalance en el
sistema de defensa, se presentan cambios fisicoquimicos que producen alteraciones histoldgicas
en la mucosa vaginal y el epitelio cervical, lo que produce una presion en la seleccion de la
microbiota, de tal forma que explica el incremento de poblaciones bacterianas no benéficas. Por
tanto, las especies que ya viven como parte de la microbiota vaginal pueden volverse
oportunistas de las nuevas condiciones fisiologicas, y también, pueden aprovechar la ausencia de
otras comunidades predominantes como los lactobacilos. Tal sucede con especies que sobreviven
y se vuelven un organismo comensal que incluso puede verse favorecido por la presencia del
VPH. Un organismo de este tipo es Fusobacterium nucleatum, que como parte de la familia
Fusobacterium, este grupo tiene presencia en diferentes estadios de la neoplasia e incluso en un

cérvix sano, ver Figura 1 (Audirac-Chalifour et al., 2016).

Sorprendentemente, F. nucleatum es una especie relacionada con otras neoplasias como el
cancer colorrectal e infecciones severas como la periodontitis. En el caso particular del CaCu, F.
nucleatum se ha encontrado en NIC y predominantemente en los estadios tardios de CaCu
(formando parte de los CST I, VI'y VII) y altamente asociado con altos niveles de I1L-4, TGF-
B1 e IFN-y (Audirac-Chalifour et al., 2016). De hecho, en un estudio cohorte en Corea, las
bacterias pertenecientes al género Fusobacteria e incluso Sneathia spp., se han identificado

como posibles marcadores microbioldgicos asociados con la infeccion de VPH (Lee et al., 2013).
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Las especies de Fusobacterium son anaerobios gramnegativos que son parte de la flora de la
mucosa de boca, intestino, entre otras mucosas (Brennan y Garrett, 2019; Castellarin et al., 2012;
Hou et al., 2014; Kostic et al., 2013, 2012; Rubinstein et al., 2013; Segata et al., 2012; Signat et

al, 2011).

Fusobacterium nucleatum, un oportunista

Desde el momento en que esta bacteria esta reportada como un huésped de mucosas como la
boca, y que también esta relacionada con infecciones como la periodontitis, podemos inferir que
esta bacteria puede ser transferida a la vagina y cérvix a través de cunnilingus (Hill, 1998). No
obstante, ademas de estar relacionada a infecciones bucales u otras mucosas, este microbio esta
comunmente reportado en otras infecciones del cuerpo humano (Figura 2) (Bolstad, Jensen, &
Bakken, 1996) y en neoplasias de colon, por lo que podriamos definir a esta bacteria como un
oportunista de las condiciones en las que se encuentra, y su capacidad infecciosa deberia
considerarse alta, véase Figura 1 (Brennan y Garrett, 2019; Han, 2015; Hill, 1998; Marrazzo y
Hillier, 2013). La bacteria F. nucleatum pertenece a la Familia Bacteroidaceae, no forma
esporas, no es movil y es gramnegativa. De manera interesante, la morfologia de las colonias no
es un parametro consistente de las fusobacterias y no es suficiente para la identificacion de
especies (Bolstad etal., 1996). Se ha reportado que esta bacteria es resistente a multiples
antibidticos incluyendo vancomicina, neomicina, eritromicina, amoxicilina, ampicilina, entre
otras (Abu-Fanas et al., 1991; Bolstad et al., 1996), lo que vuelve a la infeccion de esta bacteria
como un reto mas por resolver en pacientes con infeccion por VPH-AR y/o con lesiones

neoplasicas.
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Hasta ahora se ha reportado que el mecanismo de adhesion, invasion y diseminacion de esta
bacteria es a través de un factor de virulencia denominado FadA, el cual es capaz de activar la
via de sefializacion WNT, clave para la sobrevivencia celular, asi como para la via de
proliferacion (Ding & Tan, 2016; Han Yiping, Kaphingst, Persky, & Lachance, 2010; Liu et al.,

2014; Rubinstein et al., 2013).

Oropharyngeal
B Periodontitis*

B Endodontic infections*
Gingivitis*

B Tonsilitis
Head and neck cancers

Other

B Endocarditis
Atherosclerosis

B Respiratory tract infections

B Brain abscess
B Liver abscess
B Osteomyelitis

Gastrointestinal tract
B Appendicitis

Inflammatory bowel diseases
B Colorectal cancer

Urogenital tract

B Adverse pregnancy outcomes
(pre-term labour, stillbirth and
chorioamnionitis)

. Urinary tract infections

W Moderate evidence
Some evidence
M Associative evidence

*Polymicrobial infections

Figura 2. Esquema de las enfermedades orales y extraorales asociadas a F. nucleatum. Tomado de

Brennan & Garrett, (2019).

Por tanto, F. nucleatum, puede considerarse como un factor clave en el desarrollo y progresion
de CaCu. En un estudio se analiz6 el comportamiento de las biopeliculas generadas por F.

nucleatum en mucosas bucales estimuladas con ATP, y se comprobd que esta bacteria
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periodontal es capaz de hidrolizar la molécula de sefializacion del huésped, eATP (Adenosin
trifosfato extracelular), para desprenderse de las biopeliculas formadas. Una alta concentracion
de eATP indica potencialmente una inmunidad suprimida en el huésped debido al dafio celular,
lo que significa un momento oportuno para que las bacterias de la biopelicula sobrevivan y se
dispersen formando nuevas colonias (Ding & Tan, 2016b). Esto explicaria la presencia de la

bacteria en los CST en diferentes etapas de la enfermedad.

F. Nucleatum y la via adenosinérgica

Previamente se menciond que una alta expresion del TGF-B parece estar asociada a la
presencia de F. Nucleatum; este factor también favorece la persistencia de la infeccion de VPH-
AR, y ademas, promueve la formacién del tumor, la transicion epitelial-mesenquimal (TEM, por
sus siglas en inglés), la invasion y metastasis de las células tumorales de CaCu (Zhu et al., 2016).
Cabe mencionar que, la presencia de TGF-B en el microambiente tumoral (TME) estabiliza el
factor lo inducible por hipoxia (HIF-1a), el cual a su vez induce la expresion de la
ectonucleotidasa CD39 (ectonucleésido trifosfato difosfohidrolasa-1, ENTPD1, CD39, EC
3.6.1.5) la cual hidroliza ATP/ADP a AMP; y de la 5’-ectonucleotidasa (CD73, EC 3.1.3.5) que
convierte AMP en adenosina (Ado) (Robson, Sévigny, & Zimmermann, 2006; Zimmermann,
Zebisch, & Stréter, 2012). Por lo tanto, la expresion de TGF-f3 genera altas concentraciones de
Ado en el microambiente tumoral. Asi mismo es un factor que induce la expresion de
CD39/CD73 en linfocitos T y células dendriticas, y al mismo tiempo, contribuye a incrementar la
expresion de estas ectonucleotidasas en células supresoras mieloides y en células T reguladoras

dentro del microambiente tumoral (Regateiro et al., 2011).
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Aunado a esto, la Ado puede ser utilizada en diferentes rutas mediadas por receptores de Ado
(AR: A1, A2A, A2B y A3) acoplados a proteinas G, los cuales regulan las sefiales extracelulares
en las células blanco. Es importante mencionar que la concentracion de Ado en el microambiente
tumoral se encuentra entre 10-100 UM vy ejerce los siguientes efectos en el hospedero cuando
interacciona con receptores de alta afinidad A2A: la supresion de linfocitos T citotoxicos CD8+
(CTL), células asesinas naturales, macrofagos, células B, neutréfilos y células dendriticas. Asi
mismo, cuando la Ado interactla con receptores A1IR, A2AR y A2BR, promueve el crecimiento
tumoral induciendo la proliferacion, invasién y metastasis de células tumorales (Figura 3),
(Fredholm et al., 2011; Kasama et al., 2015; Nikbakht et al., 2016; Sitkovsky et al., 2004; Young
etal., 2014). Cuando Ado interactia con A2AR y A2BR induce la produccion de TGF-B en

diferentes tipos celulares causando efectos antinflamatorios y de inmunorregulacion.
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Figura 3. La via de adenosina en el microambiente y la progresion tumorales. La via de la Ado participa en la

creacion de un microambiente tumoral inmune-tolerante al regular las funciones de las células inmunes e

inflamatorias, como los macrofagos, las células dendriticas, las células supresoras derivadas de mieloides, las

células Ty las células asesinas naturales (NK). La via de la adenosina también regula el crecimiento y la

diseminacion del cancer al incitar la proliferacion de células cancerosas, la apoptosis y la angiogénesis a través de

receptores de adenosina que se expresan en las células cancerosas y las células endoteliales, respectivamente. Los

tumores solidos expresan altos niveles de CD39 y CD73, asi como bajos niveles de transportadores de nucledsidos

(NT), ecto-adenosina desaminasa y su cofactor CD26, lo que conduce a un aumento en la sefializacién de adenosina

en el entorno del cancer. Tomado de Antonioli, Blandizzi, Pacher, & Haskd, (2013).

24



Herrera-Hernandez, A. I.

Nuestro grupo de investigacion recientemente reportd que células tumorales de CaCu
expresan altos niveles de CD73 y son capaces de generar grandes cantidades de Ado a partir de
la hidrdlisis de AMP y suprimen las actividades efectoras de linfocitos T citotoxicos (Mora-
Garcia etal., 2017). También se reportd que células infectadas por VPH-16, derivadas de
citologias cervicales de pacientes con NIC-1, expresan altos contenidos de CD73, y que fluidos
cervicales de estas pacientes, son capaces de generar Ado a partir de AMP (Mora-Garcia et al.,
2019). En consecuencia, resulta relevante conocer los diferentes factores que favorecen la

produccién de Ado en el microambiente del CaCu.

Planteamiento del problema.

Se ha postulado que la microbiota cérvico-vaginal puede participar en la supresion de la
respuesta inmune durante el desarrollo del CaCu. No obstante, los mecanismos por los cuales se
lleva a cabo este proceso no han sido completamente dilucidados. Recientemente nuestro grupo
de investigacion reportd que células tumorales de CaCu expresan altos niveles de CD73 en la
membrana celular, y son capaces de generar grandes cantidades de Ado a partir de la hidrolisis
de AMP, la cual suprime las funciones efectoras de linfocitos T citotdxicos (Mora-Garcia et al.,
2017). Por otra parte, se ha reportado que F. Nucleatum, una especie de bacteria anaerobia
gramnegativa, se ha asociado con el desarrollo y la progresion de CaCu, ademéas de que esta
bacteria es capaz de hidrolizar al ATP extracelular y favorecer su propagacién en el sitio de la
infeccion (Ding & Tan, 2016). Tomando en consideracion que la produccién de ATP
extracelular es incrementada notablemente en un microambiente tumoral perturbado, surge la
siguiente pregunta de investigacion: ¢La bacteria F. Nucleatum, contribuye con las células

tumorales de CaCu en la produccion de Ado?
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Hipotesis
Si se le proporciona ATP a Fusobacterium nucleatum, entonces esta bacteria sera capaz de
hidrolizar a este nucleotido y contribuir con las células tumorales de CaCu en la generacion de

Ado.

Objetivo General

Analizar la contribucion de F. nucleatum con células tumorales de CaCu para generar Ado.

Objetivos Particulares

1.- Analizar in vitro la capacidad de F. nucleatum para hidrolizar ATP.

2.- Analizar la contribucion de F. nucleatum con células tumorales de CaCu (CaSki, HelLa y

C33A) para generar Ado a partir de la hidrolisis de ATP.
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Material y métodos.

Cultivo celular

Para este estudio, se utilizaron las lineas celulares de CaCu CaSki (VPH16+), HelLa
(VPH18+) y C33A (VPH-), la cuales fueron cultivadas en medio RPMI-1640 y/ OPTI-MEM
reducido en suero (Gibco®) con 10% de Suero Fetal Bovino (Gibco®) y antibidticos: 100 Ul/ml
de penicilina'y 100 pg/ml de estreptomicina (Gibco®), a una temperatura de 37°C, 5% CO2 y un

ambiente de humedad saturante en una incubadora (Scientific®, USA).

Obtencion de la bacteria

Las bacterias se obtuvieron de una cepa certificada por la ATCC (BD 25586) a través del
Cepario de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional. Al
descongelar esta bacteria, se sembrd en cajas de Agar-Sangre en jarras de anaerobios o con

sistema de Gas tipo Gas Pak™ EZ Campy Container System (260680 de BD®).

La cepa de Fusobacterium nucleatum se propagd en cajas de Petri con medio agar-sangre de
carnero en un ambiente hipoxico con una mezcla de gases 80% N2, 10% CO2 y 10% Ha, y/o con

sistemas de generadores de gas a partir de carbon activado (GasPak).

Obtencidn de hidrolizados de nucledtidos por Fusobacterium nucleatum
Se diluyeron colonias de bacterias de F. nucleatum en tubos coénicos de 15 mL en
presencia de medio OPTI-MEM, para obtener una suspensién bacteriana en escala de McFarland

de 8, que equivale a una absorbancia entre 0.94 — 0.98 a 625 nm, gue, en términos de densidad,
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aproximadamente se encuentran 24 x10% bacterias en suspension. Una vez que la suspension
obtuvo a la densidad requerida, las bacterias se centrifugaron cinco minutos a 300 g, y
posteriormente, se agregaron los nucledtidos ATP, ADP y AMP a una concentracion final de
5mM. En algunos tubos se afiadi6 EHNA, un inhibidor especifico de la enzima adenosina
desaminasa (ADA) con la finalidad de bloquear la conversion de Ado a Inosina (Ino). Las
bacterias con cada tratamiento fueron cultivadas durante 72 horas en condiciones hipoxicas
usando un sistema de GasPak, y posteriormente se recuperaron los sobrenadantes mediante

centrifugacion de los tubos a 385¢g durante 10 minutos.

Cromatografia en Capa fina (CCF)

Los productos de la hidrolisis de los nucleétidos, utilizados como sustratos, en los
cultivos de F. Nucleatum fueron analizados mediante cromatografia en capa fina (CCF).
Muestras de 1pL de cada sobrenadante fueron aplicados en placas de Silica-gel (TLC-PET) con
poro de 60 A de didmetro (Sigma™ 99577-25EA, USA). Como controles se prepararon
soluciones de ATP, ADP, AMP, Ado, Ino e hipoxantina sintéticas a una concentracion de 5mM.
Alicuotas de 1uL de cada solucion fueron aplicadas a las placas de silica gel. Las muestras se
eluyeron durante 1 h, usando como fase movil las siguientes mezclas de solventes: A)
isobutanol:alcohol isoamilico:etoxietanol:amoniaco:agua en proporcion 9:6:18:9:15, para
identificar los productos de la hidrolisis de ATP, ADP y AMP;, y B)
isobutanol:etilacetato:metanol:amoniaco en proporcion 7:4:3:4, para identificar los productos de

la hidrolisis de AMP. Las placas fueron visualizadas usando un transiluminador de luz UV.
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Generacion de Ado por células de CaCu a partir de hidrolizados de ATP por F. Nucleatum.

Para la generacion de Ado a partir de hidrolizados de ATP por F. Nucleatum, se
utilizaron las lineas celulares CaSki, HeLa y C33A. Las células tumorales (1x108) fueron
cultivadas durante 5 horas en presencia de 40% de hidrolizados de ATP por Fusobacterium
nucleatum en un volumen total de 200uL. La produccion de Ado fue detectada en los
sobrenadantes de los cultivos mediante CCF. Como control positivo las células tumorales fueron
cultivadas en presencia de AMP sintético a una concentracion final de 5mM. Como controles
negativos, las células tumorales se incubaron en presencia de sobrenadante de F. nucleatum
cultivado en ausencia de ATP, y células tumorales cultivadas con medio de cultivo solo. Asi
mismo, APCP, inhibidor especifico de la actividad enzimatica de CD73, fue adicionado para

comprobar la actividad funcional de esta enzima en las células tumorales de CaCu.

Tratamiento de resultados

Las placas de silica gel fueron visualizados y fotografiados a través de un transiluminador

en una camara con luz ultravioleta (UV).

Asi mismo se utiliz6 el programa ImageJ para determinar la densitometria de las bandas que se

observan en las placas de silica.
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Resultados

F. nucleatum tiene la capacidad de hidrolizar eficientemente a ATP .

Se ha reportado que F. Nucleatum est4 asociada con el desarrollo y la progresion de
CaCu, ademas de que esta bacteria es capaz de hidrolizar al ATP extracelular y favorecer su
propagacion en el sitio de la infeccion (Ding y Tan, 2016b). Por otro lado, en estudios previos
nuestro grupo de investigacion ha reportado que las células tumorales de CaCu expresan altos
niveles de la ectonucleotidasa CD73 y son capaces de producir grandes cantidades de Ado a
partir de AMP (Mora-Garcia et al., 2017). Por tanto, en este estudio se procedié a analizar la
contribucion de F. Nucleatum con células tumorales de CaCu para producir Ado a partir de la
hidrolisis de ATP. En principio, se analizd la capacidad de F. Nucleatum para hidrolizar los
nucleodtidos de adenina (ATP, ADP y AMP). Para ello, la bacteria fue propagada en placas de
agar-sangre bajo condiciones de hipoxia en jarras de incubacion, empleando sobres de GasPak™
como fuente de gases, como se menciond en materiales y métodos, y posteriormente se
prepararon suspensiones de la bacteria con medio OPTI MEM a la escala 8 de McFarland
conteniendo los nucleétidos ATP, ADP o AMP a una concentracion final de 5mM. En algunos
tubos se adiciond EHNA, un inhibidor especifico de la enzima ADA, para evitar la conversién de
Ado a Inosina. Las bacterias con los diferentes tratamientos fueron cultivadas durante 72 horas
en condiciones de hipoxia. Transcurridas las 72 horas, los sobrenadantes de los cultivos fueron
recuperados por centrifugacion y analizados por cromatografia en capa fina de silica gel para
visualizar los productos de la hidrolisis de los nucleétidos. F. nucleatum fue capaz de hidrolizar
el ATP en ADP y AMP (Carril I, Figura 4) y el ADP en AMP (Carril 1l. Figura 4). No

obstante, F. nucleatum presentdé muy baja capacidad para hidrolizar a AMP en Ado,
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observandose una banda muy tenue de Ado (Carril 1V, Figura 4). De hecho, en los tubos que
contenian ATP y ADP también se observd que F. nucleatum generd una cantidad marginal de
Ado. Cabe mencionar que la adicion de EHNA, no incrementé el contenido de Ado en los
cultivos de F. nucleatum con ADP (Carril 11, Figura 4) y AMP (Carril V, Figura 4). Estos
resultados dan evidencia de que F. nucleatum presenta fuerte actividad ATP/ADPasa y casi nula

actividad AMPasa, asi como nula actividad de ADA.
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Figura 4. Cromatografia en capa fina mostrando la hidrolisis de ATP, ADP y AMP por F, nucleatum. La bacteria F.
nucleatum fue cultivada durante 72 horas en presencia de 5mM de ATP, ADP o AMP en condiciones de hipoxia. En
algunos cultivos se adicion6 EHNA, para inhibir la actividad de la enzima ADA vy evitar la conversion de Ado a

Inosina (Ino) para que posteriormente los sobrenadantes de los cultivos fueran recuperados por centrifugacion y
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analizados por cromatografia en capa fina de silica gel para visualizar los productos de la hidrélisis de los
nucledtidos. Ado, adenosina; ATP, trifosfato de adenosina; ADP, difosfato de adenosina; AMP, monofosfato de
adenosina; EHNA, hidrocloruro de adenina (eritro-9-(2-Hidroxi-3-nonil). Carriles I-V, tratamientos. Se muestra un

ensayo representativo de tres realizados de manera independiente.

Fusobacterium nucleatum contribuye con las células tumorales de CaCu para producir Ado
a partir de la hidrdlisis de ATP.

Después de corroborar que las bacterias F. nucleatum fueron capaces de generar AMP a partir de
la hidrolisis de ATP, se procedid a determinar si células de CaCu generaban Ado a partir de los
hidrolizados de ATP producidos por F. nucleatum. Para ello, alicuotas de 1x10° células
tumorales CaSki fueron incubadas durante 5 horas en medio de cultivo suplementado al 40% con
sobrenadantes de la bacteria F. nucleatum cultivada durante 72 horas en presencia (Sobrenadante
de F. nucleatum (SFn) +ATP) o ausencia (SFn) de 5mM de ATP. Como control positivo, las
células CaSki fueron cultivadas en presencia de 2.5 mM de AMP. Las células CaSki fueron
capaces de generar Ado, Hipoxantina e Inosina (Ino) cuando fueron cultivadas con 40% de
SFn+ATP (Carril 1, Figura 5) de manera similar al control positivo (Carril 11l, Figura 5). Por
otro lado, solo una cantidad marginal de Ado fue detectada en los sobrenadantes de CaSki
incubada en presencia de SFn (Carril 1l, Figura 5) o de medio de cultivo solo (Carril 1V, Figura

).
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Figura 5. Células tumorales de CaCu generan Ado, Hipoxantina e Inosina a partir de los hidrolizados de ATP por
F. nucleatum. Alicuotas de 1x108 células tumorales CaSki fueron incubadas durante 5 horas en medio de cultivo
suplementado al 40% con sobrenadantes de la bacteria F. nucleatum cultivada durante 72 horas en presencia
(SFn+ATP) o ausencia (SFn) de 5mM de ATP. Células CaSki cultivadas en presencia de 2.5 mM de AMP fueron
utilizadas como control positivo, y en medio de cultivo solo (MC) como control negativo. El volumen total de cada
cultivo fue de 200pl. Después de la incubacion, los sobrenadantes fueron recuperados y analizados para la deteccion
de adenosina (Ado), inosina (Ino) e hipoxantina. Trifosfato de adenosina (ATP), Difosfato de adenosina (ADP),
Monofosfato de adenosina (AMP), Ado, Ino e Hipoxantina sintéticos fueron utilizados como controles. Carriles I-

1V, tratamientos. Se muestra un ensayo representativo de tres realizados de manera independiente.
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Se sabe que la enzima adenosina desaminasa (ADA) juega un papel crucial en la regulacion de
los niveles de Ado, al desaminar este nucledsido y convertirlo en Ino (Bagheri, Saboury, &
Haertle, 2019). En el ensayo previo, nosotros observamos que las células tumorales CaSki
fueron capaces de generar Ado y un alto contenido de los metabolitos Ino e Hipoxantina a partir
de SFn+ATP, sugiriendo una importante actividad funcional de ADA en las células tumorales de
CaCu. Para corroborar dicha actividad, células tumorales CaSki, HeLa y C33A fueron incubadas
durante 5 horas con 2.5mM de Ado y en presencia o ausencia de 1mM de EHNA, inhibidor
especifico de ADA. Al incubar las tres lineas celulares con solo medio de cultivo (MC) no se
produjo Ado, Ino o Hipoxantina, carril I, Figuras 6, 7,y 8, respectivamente. Sin embargo,
cuando se incubaron en presencia de Ado, este nucledsido fue convertido completamente en Ino
e Hipoxantina por las tres lineas celulares, Carril VIII de las Figuras 6, 7, y 8, respectivamente.
La adicion de EHNA inhibi6 completamente la conversién de Ado en Ino vy, por tanto, la
generacion de Hipoxantina en los cultivos de las tres lineas celulares, Carril IX de las Figuras 6,
7,y 8, respectivamente. De manera similar, cuando las tres lineas celulares fueron incubadas
con 2.5mM de AMP o en presencia de 40% de SFn+ATP se detectd Ino e Hipoxantina en los
sobrenadantes, Carriles V11 y Il de las Figuras 6, 7,y 8, respectivamente. Asimismo, bajo estas
condiciones, la adicion de EHNA inhibi6 la generacion de Ino e Hipoxantina, Carriles V y 111 de
las Figuras 6, 7,y 8, respectivamente. Por otra parte, la adicién de APCP, inhibidor especifico
de la actividad enziméatica de CD73, inhibi6 la generacion de Ado en mayor medida cuando
AMP fue adicionada al cultivo (Carril VI Figuras 6, 7,y 8 ). Sin embargo, la inhibicion fue
menor o nula cuando el SFn+ATP fue adicionado al cultivo (Carril IV Figuras 6, 7,y 8),
sugiriendo la presencia de actividad hidrolitica de AMP, independiente de CD73, en el

SFn+ATP. Estos resultados sugieren que F. nucleatum en un microambiente neoplasico del
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cuello uterino, puede contribuir con las células tumorales en la generacion de Ado a partir de la

hidrolisis ATP y de los nucledtidos ADP y AMP.
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Figura 6. EHNA mantiene la adenosina generada por las células tumorales CaSki tratadas con hidrolizados de ATP
producidos por F. nucleatum. Alicuotas de 1x10° células tumorales CaSki fueron incubadas durante 5 horas con
medio de cultivo suplementado al 40% con sobrenadantes de la bacteria F. nucleatum cultivada durante 72 horas en
presencia (SFn+ATP) de 5mM de ATP, o de 2.5 mM de Ado o AMP. Células CaSki cultivadas con medio de
cultivo solo (MC) fueron utilizadas como control negativo. Hidrocloruro de adenina (eritro-9-(2-Hidroxi-3-nonil)

(EHNA), inhibidor de la enzima Adenosina Desaminasa, o Adenosina 5 - (o, B-metileno) difosfato (APCP),
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inhibidor selectivo de CD73, fueron adicionados en algunos tratamientos. El volumen total de cada cultivo fue de

200pL. Después de la incubacion, los sobrenadantes fueron recuperados y analizados para la deteccion de

adenosina, inosina e hipoxantina. Trifosfato de adenosina (ATP), Difosfato de adenosina (ADP), Monofosfato de

adenosina (AMP), Ado, Ino e Hipoxantina sintéticos fueron utilizados como controles. Carriles I-1X, tratamientos.

Se muestra un ensayo representativo de tres realizados de manera independiente.
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Figura 7. EHNA mantiene la adenosina generada por en las células tumorales HelL a tratadas con hidrolizados de

ATP producidos por F nucleatum. Alicuotas de 1x10° células tumorales HeLa fueron incubadas durante 5 horas con

medio de cultivo suplementado al 40% con sobrenadantes de la bacteria F. nucleatum cultivada durante 72 horas en
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presencia (SFn+ATP) de 5mM de ATP, o de 2.5 mM de Ado o AMP. Células CaSki cultivadas con medio de
cultivo solo (MC) fueron utilizadas como control negativo. Hidrocloruro de adenina (eritro-9-(2-Hidroxi-3-nonil)
(EHNA), inhibidor de la enzima Adenosina Desaminasa, o Adenosina 5 - (o, B-metileno) difosfato (APCP),
inhibidor selectivo de CD73, fueron adicionados en algunos tratamientos. El volumen total de cada cultivo fue de
200uL. Después de la incubacion, los sobrenadantes fueron recuperados y analizados para la deteccién de
adenosina, inosina e hipoxantina. Trifosfato de adenosina (ATP), Difosfato de adenosina (ADP), Monofosfato de
adenosina (AMP), Ado, Ino e Hipoxantina sintéticos fueron utilizados como controles. Carriles I-1X, tratamientos.

Se muestra un ensayo representativo de tres realizados de manera independiente.
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Figura 8. EHNA mantiene la adenosina generada por las células tumorales C33A tratadas con hidrolizados de ATP
producidos por F nucleatum. Alicuotas de 1x10° células tumorales C33A fueron incubadas durante 5 horas con
medio de cultivo suplementado al 40% con sobrenadantes de la bacteria F. nucleatum cultivada durante 72 horas en
presencia (SFn+ATP) de 5mM de ATP, o de 2.5 mM de Ado o AMP. Células CaSki cultivadas con medio de
cultivo solo fueron utilizadas como control negativo. Hidrocloruro de adenina (eritro-9-(2-Hidroxi-3-nonil)
(EHNA), inhibidor de la enzima Adenosina Desaminasa, o Adenosina 5 - (a, p-metileno) difosfato (APCP),
inhibidor selectivo de CD73, fueron adicionados en algunos tratamientos. El volumen total de cada cultivo fue de
200pL. Después de la incubacion, los sobrenadantes fueron recuperados y analizados para la deteccion de
adenosina, inosina e hipoxantina. Trifosfato de adenosina (ATP), Difosfato de adenosina (ADP), Monofosfato de
adenosina (AMP), Ado, Ino e Hipoxantina sintéticos fueron utilizados como controles. Carriles I-1X, tratamientos.

Se muestra un ensayo representativo de tres realizados de manera independiente.

Discusién

Se ha establecido que la infeccidn persistente por VPH-AR es una causa necesaria pero no
suficiente para el desarrollo de lesiones intraepiteliales del cuello uterino que pueden progresar a
CaCu (Walboomers et al., 1999). Por tanto, varios elementos que incluyen el tipo de VPH
infectante, la edad de la infeccion, el tener maltiples parejas sexuales, factores inmunoldgicos,
factores genéticos, factores hormonales y la presencia de microbiota patdgena, pueden ser
factores clave asociados con la progresion de la enfermedad (Zheng & Ding, 2018). De acuerdo
con ello, recientemente se ha reportado que factores bioldgicos, como la vaginosis bacteriana o
las infecciones de transmision sexual (Guo, You, Qiao, Zhao, & Geng, 2012; Vriend et al., 2015)
alteran el microambiente vaginal y han sido identificados como cofactores en la persistencia de

la infeccion por VPH-AR (Clarke et al., 2012). Asimismo, una microbiota vaginal anormal ha
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sido asociada con la adquisicion de infeccion por VPH-AR (Gao, Weng, Gao, & Chen, 2013), la
cual junto con la produccién de citocinas inmunosupresoras en el sitio de la infeccién, pueden
desempefiar un papel importante en la promocion de la displasia cervical (Behbakht et al., 2002;
Madrid-Marina & Torres-Poveda, 2018). En este contexto, se ha encontrado que la diversidad y
composicion de la microbiota del cuello uterino es notoriamente diferente en cada etapa de la
historia natural del CaCu (Audirac-Chalifour et al., 2016). Por ejemplo, Lactobacillus spp es
muy abundante en el cuello uterino de mujeres sin alteraciones en Papanicolaou; mientras que
Lactobacillus Crispatus y Lactobacillus iners son las especies mas abundantes en mujeres sin
lesiones cervicales negativas y positivas a la infeccion por VPH-AR, respectivamente (Audirac-
Chalifour et al., 2016; Chase et al., 2015; Ravel et al., 2011; Shannon et al., 2014; Smith et al.,
2012). En contraste, la presencia de Sneathia spp es comun en pacientes positivas a VPH y con
lesiones intraepiteliales escamosas. Mientras que en estados avanzados de CaCu las especies de
Fusobacterium (por ejemplo: F. spp, F. necrophorum, F. nucleatum) son mas abundantes que en
las primeras etapas, independientemente del tipo de VPH infectante (Audirac-Chalifour et al.,
2016; Chase et al., 2015; Ravel et al., 2011; Smith et al., 2012). No obstante, ain no se han
dilucidado los mecanismos por los cuales estas comunidades microbianas pueden favorecer el
desarrollo de CaCu. Recientemente nuestro grupo de investigacion reportd que células tumorales
de CaCu expresan altos niveles de la ectonucleotidasa CD73 en la membrana celular y son
capaces de generar grandes cantidades de Ado a partir de la hidrolisis de AMP, la cual suprime
las funciones efectoras de linfocitos T citotoxicos (Mora-Garcia etal., 2017). Tomando en
consideracion que F. nucleatum es una bacteria anaerobia Gram negativa con alta capacidad
patogénica (Huggan & Murdoch, 2008), ademas de que esta bacteria es capaz de hidrolizar al

ATP extracelular y favorecer su propagacion en el sitio de la infeccion (Ding & Tan, 2016), en
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este estudio se analizo la contribucion de F. Nucleatum con células tumorales de CaCu para

producir Ado a partir de la hidrolisis de ATP.

En condiciones de cultivo in vitro y bajo hipoxia, nosotros determinamos que F. Nucleatum fue
capaz de hidrolizar de manera eficiente ATP/ADP en AMP. Sin embargo, observamos que esta
bacteria presenté muy baja capacidad para generar Ado a partir de AMP, lo cual permitié utilizar
los sobrenadantes de F. Nucleatum cultivada en presencia de ATP (SFn+ATP) en cultivos de
células tumorales de CaCu para analizar la produccion de Ado. Greninger et al., (2016),
publicaron una secuencia de 284aa de fosfatasa alcalina (GenBank: OHU82297.1) obtenida de la
secuencia gendmica de F. Nucleatum, lo cual hace suponer que la principal actividad
ATP/ADPasa, encontrada en los SFn+ATP, se deba a la fosfatasa alcalina presente en esta
bacteria. Cabe mencionar que, en ensayos preliminares, nuestro grupo de investigacion observé
que la adicion de polioxotungstenato de sodio (POM-1), inhibidor especifico de la
ectonucleotidasa CD39, no inhibi6 la actividad ATP/ADPasa de F. Nucleatum, lo cual nos puede

indicar la ausencia de esta ectonucleotidasa en esta bacteria.

Por otra parte, observamos que los sobrenadantes de las células tumorales de CaCu (CaSki, HelLa
y C33A) incubadas durante 5 horas en presencia de los SFn+ATP contenian principalmente Ino
e Hipoxantina y s6lo cuando EHNA, inhibidor especifico de la enzima adenosina desaminasa
(ADA), fue adicionada a los cultivos celulares se pudo detectar la presencia de Ado. Este mismo
fendmeno se observd cuando las células tumorales fueron incubadas en presencia de AMP o
Ado. ADA participa de manera importante en el metabolismo de purinas, al desaminar adenosina
o 2’-deoxiadenosina y producir inosina o 2’-deoxinosina, respectivamente (Franco et al., 1997).
Por otro lado, la enzima Purina Nucleodsido Fosforilasa (PNP), convierte Ino o 2’-deoxinosina

en hipoxantina (Giuliani et al., 2016). Por tanto, la generacion de Ino e Hipoxantina como
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productos finales de la hidrdlisis de AMP contenida en los SFn+ATP, sugiere que estas enzimas
estan presentes en altas cantidades en las células de CaCu y pudieran tener un efecto protector en
estas celulas tumorales ante altas concentraciones de Ado en el microambiente tumoral, puesto
que se ha observado que Ino tiene un efecto antitumor significativamente menor que adenosina
(Han, Cheng, Gao, Zhao, & Zhang, 2017). Por otro lado, la actividad de CD73 en las células
tumorales de CaCu se pudo corroborar a través de la adicion de APCP, inhibidor especifico de
esta nucleotidasa, reduciendo de manera importante la generacion de Ado por las células
tumorales cuando éstas fueron incubadas en presencia de AMP, pero poco en presencia de
SFn+ATP, sugiriendo que el AMP contenido en el SFn+ATP también fue hidrolizado por la

actividad de la fosfatasa alcalina producida por la bacteria F. Nucleatum.

F. nucleatum es un residente comun de la microbiota orofaringea en humanos, capaz de causar
abscesos, diseminacion e infecciones sistémicas, a menudo en diferentes sitios del cuerpo a la
vez (Afra, Laupland, Leal, Lloyd, & Gregson, 2013). Ademas, se ha demostrado que el F.
nucleatum se adhiere e invade epitelios, y puede penetrar a las células endoteliales a través de
una nueva adhesina denominada FadA (Liu et al., 2014). En consecuencia, el dafio causado por
la invasion de esta bacteria en los diferentes tejidos puede ocasionar la liberacién de una cantidad
importante de ATP, el cual al interactuar con receptores especificos en células dendriticas y
macrofagos también puede promover la activacion de un proceso inflamatorio (Bours, Swennen,
Di Virgilio, Cronstein, & Dagnelie, 2006). Por tanto, F. nucleatum ademas de contribuir en la
liberacion de ATP en el tejido del cuello uterino infectado y promover inflamacién, también
podria contribuir con las células tumorales en la produccion de Ado para generar un
microambiente inmunosupresor, de acuerdo con lo reportado en el presente estudio. Esto también

puede representar un circuito de retroalimentacién, por un lado, en la expansion de F. nucleatum
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y de otros microorganismos oportunistas que proliferan en un microambiente hipdxico, y, por
otro lado, creando las condiciones propicias para promover el crecimiento tumoral. En estudios
recientes, nuestro grupo de investigacion ha demostrado que la sefializacion de Ado a traves de
los receptores A2AR y A2BR en las células tumorales de CaCu induce la expresion y secrecion
de TGF-B e IL-10, que por un lado mantienen la expresion de CD73 (Garcia-Rocha et al.,
2018), y por otro lado suprimen la proliferacion de linfocitos citotoxicos CD4+ (Lopez-Mufioz
etal., 2013) y disminuyen la expresion de moléculas HLA para evadir la respuesta inmune
(Torres-Pineda et al., 2020). En varios estudios se ha reportado que las concentraciones de
ambas citocinas, tanto en tejidos tumorales como en plasmas de pacientes con CaCu,

correlacionan con el grado de progresion de la enfermedad (Torres-Poveda et al., 2014).

Bajo las premisas anteriores, tenemos el aporte relativo de F. nucleatum como un agente
inmunosupresor que favorece indirectamente el crecimiento tumoral del CaCu. Por tanto, estos
hallazgos pueden ofrecer una oportunidad para emplear a estos microorganismos como
marcadores bioldgicos en el de diagnoéstico y tratamiento en las diferentes etapas de desarrollo de
CaCu y también para restaurar la homeostasis cervicovaginal con el uso de, por ejemplo,
probidticos o un antibidtico selectivo de tratamiento (Avilés-Jiménez, Guogin, Torres-Poveda,
Madrid-Marina, & Torres, 2017; Curty, de Carvalho, & Soares, 2020; Macklaim, Clemente,

Knight, Gloor, & Reid, 2015).
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Conclusiones
1.- Fusobacterium nucleatum presentd capacidad para hidrolizar de manera eficiente los

nucledtidos ATP/ADP y generar altos contenidos de productos.

2.- Las células tumorales de CaCu fueron capaces de generar Ado, y los metabolitos Ino e
Hipoxantina, como productos de la hidrélisis del AMP contenido en los hidrolizados de ATP

llevados a cabo por F. nucleatum.

3.- En un microambiente neoplésico del cuello uterino, F. nucleatum podria contribuir con las
células tumorales de CaCu en la generacion de Ado a partir de los nucleétidos ATP y ADP,
debido a la combinacion de la actividad ATP/ADPasa de F. nucleatum y de la actividad AMPasa

de CD73 expresada en las células tumorales.

Perspectivas

1.- Seré interesante analizar si existe alguna asociacion entre la presencia de F. nucleatum en los
tejidos tumorales de CaCu con los niveles de expresion de las citocinas TGF-p e IL-10 en los

tejidos de las pacientes y/o en plasma sanguineo.

2.- Realizar ensayos in vivo en un modelo experimental, para determinar el papel de esta bacteria
en la promocion de un microambiente inmunosupresor a traves de la produccion de TGF-f e IL-

10 y/ disminucién de moléculas del MHC.

3.- Ya que se ha reportado que F. nucleatum se encuentra en todos los estadios del CaCu, realizar

mas estudios que permitan determinar si la erradicacion de la bacteria con probioticos y/o
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antibidticos, podria aportar un beneficio en pacientes con CaCu. Esto permitiria un enfoque

integral en términos clinicos para los planes de mitigacion del CaCu en las pacientes.
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