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Resumen

La infeccion persistente por el virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR) es el
factor principal para el desarrollo cancer cérvico-uterino (CaCU). Recientemente, se ha
propuesto a la via adenosinérgica como un importante modulador del crecimiento
tumoral, inmunosupresion y metastasis. En esta via se hidrolizan moléculas de ATP y
ADP hacia AMP a través de la ectonucleotidasa de membrana integral CD39
posteriormente, el AMP es hidrolizado hacia adenosina (Ado) por parte de una
ectonucleotidasa unida a la membrana via glicosilfosfatidilinositol (GPI) llamada CD73 y
la acumulacion de Ado extracelular favorece el desarrollo del cancer.

Para determinar si CD39 y CD73, que participan en la produccion de adenosina
inmunosupresora, estan involucradas en el desarrollo de la enfermedad, en este
estudio analizamos los contenidos y la actividad hidrolitica de estas ectonucleotidasas
en muestras de plasmas libres de plaquetas (PLP) de pacientes con lesiones
intraepiteliales escamosas de bajo grado (LIEBG) (n=18), de alto grado (LIEAG) (n=12)
y de CaCU (n=19) y los comparamos con los de donadoras normales (DN) (n=15).

Los contenidos de CD39 y CD73 en los PLP incrementaron conforme el grado de
avance de la enfermedad y mostraron una correlacion positiva (r=0.5929, P<0.001).
Los PLP de pacientes con LIEAG y CaCU mostraron los mayores contenidos de CD39
(2.3 y 2.2 veces mayor, respectivamente, que el de las DN) y de CD73 (1.7 y 2.68
veces mayor, respectivamente, que el de las DN), los cuales se asociaron con alta
capacidad para generar Ado a partir de la hidrdlisis de ADP y AMP. La adicion de
POM-1 y APCP, inhibidores especificos de CD39 y CD73, respectivamente, inhibidé en
mas de 90% la actividad ADPasa y AMPasa de los PLP. Por otra parte, un alto
contenido de una isoforma de CD73 de 90 kDa se detecto en PLP de
pacientes con LIEAG y CaCU. La digestion con endoglicosidasa-H y N-glicanasa
gener6 CD73 con pesos moleculares de 90 kDa, 85 kDa, 80kDa y 70 kDa.
Ademas, los contenidos plasmaticos de TGF- en los PLP de pacientes con LIEBG,
LIEAG y CaCuU correlacionaron positivamente con los de CD39 (r=0.4432, P<0.001) y
CD73 (r=0.5786, p<0.001). Estos resultados sugieren que la secrecion de la forma
soluble de CD39 y CD73 y su asociaciéon con el TGF- son factores que favorecen la
progresion del CaCU a través de la generacion de Ado.



Abstract

Persistent infection with high-risk human papillomavirus (RA-HPV) is the main factor for
the development of cervical cancer (CaCU). Recently, the adenosynergic pathway has
been proposed as an important modulator of tumor growth, immunosuppression, and
metastasis. In this pathway, ATP and ADP molecules are hydrolyzed to AMP through the
integral membrane ectonucleotidase CD39, subsequently, AMP is hydrolyzed to
adenosine (Ado) by a membrane-bound ectonucleotidase via
glycosylphosphatidylinositol (GPI) called CD73 and accumulation of extracellular Ado
favors the development of cancer.

To determine if CD39 and CD73, which participate in the production of
immunosuppressive adenosine, are involved in the development of the disease, in this
study we analyzed the contents and the hydrolytic activity of these ectonucleotidases in
samples of platelet-free plasma (PFP) from patients. with low-grade squamous
intraepithelial lesions (LSIL) (n = 18), high-grade (HSIL) (n = 12) and CC (n = 19) and
we compared them with those of normal donors (ND) (n =15).

The contents of CD39 and CD73 in PFP increased according to the degree of
progression of the disease and a positive correlation (r = 0.5929, P <0.001). The PFP of
patients with HSIL and CC showed the highest contents of CD39 (2.3 and 2.2 times
higher, respectively, than that of ND) and CD73 (1.7 and 2.68 times higher, respectively,
than that of ND), which were associated with a high capacity to generate Ado from the
hydrolysis of ADP and AMP. The addition of POM-1 and APCP, specific inhibitors of
CD39 and CD73, respectively, inhibited the ADPase and AMPase activity of PFPs by
more than 90%. On the other hand, a high content of a 90 kDa CD73 isoform was
detected in PFP from patients with HSIL and CC. Digestion with endoglycosidase-H and
N-glycanase generated CD73 with molecular weights of 90 kDa, 85 kDa, 80 kDa and 70
kDa. Furthermore, the plasma contents of TGF-$ in PFP from patients with LSIL, HSIL
and CC correlated positively with those of CD39 (r = 0.4432, P <0.001) and CD73 (r =
0.5786, p <0.001). These results suggest that the secretion of the soluble form of CD39
and CD73 and its association with TGF-$ are factors that favor the progression of CaCU
through the generation of Ado.



Introduccion
1. Cancer

El cancer es una de las enfermedades mas temidas en el mundo y tiene una
persistencia y una incidencia creciente, hoy en dia se estiman 18, 078, 957 nuevos
casos de cancer alrededor del mundo de los cuales la mitad llegan a defunciones (1).
Una definicion sencilla del cancer es el crecimiento anormal de las células, esto debido
a que los canceres surgen de cualquier érgano o estructura corporal y estan
compuestos por células transformadas con una excelente capacidad proliferativa. Los
canceres explotan los mecanismos de organizacion multicelular, y su comprension da
lugar a dificiles problemas filosoficos (2).
Las células cancerosas continuan creciendo a menos que ocurra una de cuatro cosas:
1.- la masa cancerosa se elimina quirurgicamente; 2.- usar quimioterapia u otro tipo de
medicamentos especificos para el cancer, como la terapia hormonal; 3.- uso de
radioterapia; o 4.- las células cancerosas se encogen y desaparecen por si solas. Este
ultimo evento, aunque extremadamente raro, puede ocurrir con algunos melanomas o
algunos canceres de rifidn (1-3). Hoy en dia se ha propuesto que el cancer tiene seis
caracteristicas biologicas distintivas adquiridas durante multiples pasos del desarrollo
de un tumor que permiten completar el crecimiento tumoral y la diseminacién
metastasica (Figura 1) (4). Estas caracteristicas distintivas comprenden: 1.- El
mantenimiento de una sefal proliferativa, de varias formas alternativas como la
produccion de receptores de factores de crecimiento, es decir, estimulos autocrinos;
mantienen la activacion constitutiva de rutas de sefalizacion que estimulan el
crecimiento celular (4, 5); 2.- Crecimiento descontrolado, en donde la base radica en la
evasion de genes que controlan el crecimiento celular o también llamados genes
supresores de tumores como RB (Retinoblastoma) que es un regulador central de la
progresion del ciclo celular (4, 6). 3.- Resistencia a las sefiales de muerte celular,
normalmente las células cuentan con una vida media que depende del tipo celular. El
numero de células que componen un tejido permanecen constantes gracias a que las
células que mueren se sustituyen por otras, los mecanismos especificos que dictan la
muerte celular programada son genéticamente regulados, sin embargo, las células
tumorales que han sufrido danos asociado con la hiperproliferacion forman tumores que
tienen éxito de progresar (7); 4.- Inmortalidad, en condiciones normales las células
tienen un numero limitado de células sucesivas y pueden entrar a un estado de
senescencia, un tipo de entrada irreversible a un estado no proliferativo pero viable. En
raras ocasiones como en ceélulas tumorales exhiben un numero ilimitado de potencial
de division, la evidencia indica que los telomeros que protegen los extremos de los
cromosomas estan involucrados de manera central en la capacidad para la division
celular ilimitada (8, 9); 5.- Induccién de angiogénesis, en un adulto la formacion de
nuevos vasos sanguineos esta encendida solo de forma transitoria y exclusivo a
algunos procesos como la cicatrizacion de heridas y el ciclo reproductivo femenino.
Por el contrario, durante la progresién del tumor, casi siempre se activa un interruptor
angiogénico y permanece encendido, lo que hace la que vasculatura normalmente
inactiva produzca nuevos vasos sanguineos ( 4, 10)
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y; 6.- Activacién de la inflamacion y metastasis, la transformacion de una célula normal
en una célula cancerosa probablemente no sea un evento tan critico en la génesis del
cancer; mas bien es la incapacidad de las células inmunes del cuerpo para identificar y
destruir las células cancerosas recién formadas cuando son pocas. El riesgo de cancer
se multiplica en aquellas personas, cuyo sistema inmunitario esta suprimido debido a
cualquier factor (11). Las células tumorales ademas tienen la capacidad de activar
puntos de control de reguladores negativos en el microambiente tumoral y la secrecion
de citocinas solubles inmunosupresoras para el desarrollo exitoso de un tumor y su
propagacion metastasica (12).

Scnallzauon
pl oliferativa

Crecimiento
§ontrolado

Activacién de la
inflamacién y metdstasis

Resistentes a la|
muerte celular

Induccién de
Angiogénesis

Inmortalidad

Figura 1. Caracteristicas distintivas del cancer. Las células transformadas, adoptan una serie de
caracteristicas que distinguen y facilitan el desarrollo de un tumor. Dentro de todas las caracteristicas
del cancer, las seis mas importantes estan representadas en la figura.

Tomado de Hanahan, D and Weinberg, R. Cell. 2011

Entre los agentes causantes de tumores, se han propuesto a algunos tipos de virus
denominados virus oncogénicos como una poderosa fuente de desarrollo tumoral a
través de una variedad de mecanismos que controlan tanto la proliferacion, como la
maquinaria de la célula huésped por los elementos virales, sumado a la formacion de
un estado de inmunosupresion que facilita la aparicion de tumores (13, 14). Dentro de
los virus oncogénicos, el virus de la hepatitis B (VHB), el virus de la hepatitis C (VHC),
el virus del papiloma humano (VPH), el virus de Epstein-Barr (VEB) y el citomegalovirus
(CMV) representan los agentes causales del 10-15% de canceres humanos alrededor
del mundo (15). Los mecanismos de accion por los cuales los virus oncogénicos
provocan el desarrollo de un tumor se deben principalmente a que poseen diferentes
oncogenes, por ejemplo, E6 y E7 en el VPH (16). Los oncogenes inhiben los
mecanismos de accidn de las dos principales vias superioras de tumores como p53 y
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RB que controlan la respuesta celular a estimulos potencialmente oncogénicos (17).
Ambas vias conducen a una detencion transitoria en la divisién celular, posteriormente
a la apoptosis o0 senescencia; no obstante, si un error en la senalizacion provoca que la
célula no sufra apoptosis o senescencia también puede dar como resultado la
formacién de tumores (18).

2. Virus de papiloma humano (VPH) y Cancer Cérvico-uterino (CaCU)
2.1 Virus del papiloma humano (VPH)

Los virus asociados a tumores, también llamados oncovirus o virus oncogénicos
pueden desencadenar el desarrollo de células cancerigenas y la formacion de tumores.
Dentro de los oncovirus, el virus de papiloma humano (VPH) es uno de los mas
destacados (19). El VPH infecta el epitelio estratificado en varios sitios anatdmicos, se
han identificado cerca de 200 tipos distintos de VPH de los cuales 40 infectan la
mucosa genital y se clasifican como de bajo (VPH-BR) y alto riesgo (VPH-AR) si éstos
se asocian con lesiones benignas o malignas, respectivamente (20, 21). Entre los VPH-
AR, el VPH-16 es el mas comun en el mundo y es encontrado en alrededor del 50 % de
los casos de mujeres con cancer cérvico -uterino (CaCU), seguido por el VPH-18, - 45
y -31, -33, -52 y -58 entre otros (21). La infeccién persistente con VPH-AR es un factor
causante del cancer cérvico-uterino ya que existen evidencias donde mas del 99% de
las lesiones cervicales contienen secuencias virales de VPH-AR (23).

El genoma circular del VPH cuenta con 8 kb de longitud y estd asociado a histonas
tanto en el viron como en células infectadas, formando un patrén de nucleosomas
similares al ADN celular (20, 24). El genoma del VPH contiene tipicamente de seis a
ocho marcos de lectura abiertos (ORF) que se designan como tempranos (E) o tardios
(L) (Figura 2) (20). Los ORF tempranos estan representados como E1, E2, E4, E5, EB6,
E7 y E8. Aunque las proteinas E5, E6 y E7 son los principales agentes virales y
contribuyen significativamente al potencial oncogénico del VPH-AR, por ejemplo E7 se
encarga de la degradacion de los miembros de la familia retinoblastoma (Rb) y a su vez
regula la actividad de la familia de factores de transcripcion E2F conduciendo a la
proliferacion desregulada de las células (25, 26).

Por otro lado los ORF tardios, incluyen las proteinas estructurales del VPH; L1 y L2,
ellos forman la capside viral y se sintetizan exclusivamente en los queratinocitos (27).
Existe también en el genoma del VPH un fragmento nombrado LCR que realiza
funciones reguladoras afectando la transcripcion de los genes E6 y E7. Todas las
regiones LCR del VPH que han sido examinadas hasta ahora contienen sitios
especificos que proporcionan al virus un tropismo particular para células epiteliales
escamosas estratificadas (28).
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Figura 2. Estructura del VPH. Tres bloques de colores representan los marcos de lectura abiertos (ORF).
Donde las oncoproteinas E1, E2, E4, E5 y E8 son las iniciadoras de la division viral. Posteriormente E6 y
E7 son las responsables del potencial oncogénico y finalmente las proteinas tardias L1 y L2 forman la
capside viral. También se representa la region LCR.

Tomado y modificado de Anacker, D. and Moody, C. Virus Research. 2017.

2.2 Asociacion del VPH con el desarrollo de CaCU

La evidencia que relaciona las infecciones con el VPH-AR y el CaCU incluyen una gran
cantidad de estudios consistentes, lo que indica que existe un papel fuerte y especifico
de la infeccion viral. Con las técnicas de amplificacién de vanguardia se ha demostrado
inequivocamente que, en muestras de pacientes con CaCU el ADN del VPH se ha
podido detectar en 90 al 100 % de los casos (29). De los mas de 35 tipos de VPH
encontrados en los genitales femeninos, el VPH 16 representa entre el 50% y el 60%
de los casos de CaCU en la mayoria de los paises, seguidos por VPH-18: 10-20 %,
VPH 45: 4-8% y VPH 31: 1-5%. Estos tipos de VPH mas comunes representa el 80 %
de la distribucién en cancer de células escamosas y el 94 % en adenocarcinoma (30).

Los mecanismos de accion de los VPH-AR se basan en la infeccion de una amplia
gama de sitios epiteliales, y causan cancer en estos sitios con diferentes frecuencias.
Los sitios epiteliales donde los canceres asociados a VPH-AR ocurren con mayor
frecuencia no son por regla general los sitios de epitelios diferenciados de multiples
capas que apoyan la infeccion productiva, sino en sitios con una organizacién epitelial
atipica donde la expresion génica viral puede desregularse, lo que lleva a cambios
precancerosos en el fenotipo celular que con el tiempo se desarrollan cancer de tipo
invasivo (31). Los VPH-AR pueden infectar diferentes tipos de células epiteliales en el
cuello uterino con consecuencias distintas. El cuello uterino consta de al menos tres
tipos epiteliales distintos como el epitelio estratificado del ectocervix, el epitelio
columnar del endocervix y la zona de transformacion cervical, siendo esta ultima la mas
importante al riesgo de cancer (Figura 3) (32).



La mayoria de los canceres de cuello uterino surgen en la zona de transformacion
cervical que son células presentes en forma variable del epitelio columnar que se
encuentra cerca de la unidon columnar escamosa cervical y participan en el proceso de
metaplasia, por ende la infeccion por VPH-AR afecta en mayor medida a células
metaplasicas. Por su caracter de transicion son las mas vulnerables a ser afectadas.
Por tanto, la neoplasia cervical puede verse como la interaccion del VPH-AR y el
epitelio metaplasico inmaduro (32, 33).

Ectocervix Zona de transformacion Endocervix Endometrio

Actual uniéon

. -
Union original escamoso-columnar ) .
escamoso-columnar Metaplasia activa

.
....

Figura 3. Composiciéon epitelial del cuello uterino. El cuello uterino estd compuesto por el epitelio
estratificado convencional del ectocervix, la zona de transformacion y el epitelio columnar del endocervix
que se encuentra adyacente al endometrio. Se muestran células en turquesa en la zona de
transformacion por debajo del epitelio columnar, las cuales juegan un papel metaplasico normal. El
ectocervix es un sitio donde se apoya la infeccion productiva del VPH-AR vy los otros sitios en la zona de
transformacion se asocian con diferentes niveles de la expresion génica desregulada del VPH-AR donde
los fenotipos moleculares observados tipicamente son proteinas como E4 y E5.

Tomado de: Doorbar. J and Griffin. H. Papillomavirus Research. 2019.

Es entonces, cuando a través del proceso metaplasico el VPH-AR invade al epitelio
cervical, por lo general en areas con pequefas heridas, el VPH-AR se dirige a las
células basales en proliferaciéon activa y la mayor parte de la replicacién del genoma
viral ocurre después de que las células epiteliales migran fuera de la capa basal. Dado
que las células epiteliales han dejado de dividirse en esta etapa, el numero de copias
virales aumenta enormemente por célula, al igual que su expresion geénica viral. Por lo
que los cambios histopatoldgicos tipicos inducidos por la infeccion por el VPH-AR se
presentan como lesiones de bajo grado que reflejan la replicacién viral activa (34).



2.3 Otros factores de riesgo para desarrollar CaCU

Los factores de riesgo claves en el desarrollo del CaCU reflejan el comportamiento
sexual, el numero de parejas sexuales que simplemente refleja la exposicion al virus de
VPH- AR.

Sin embargo, existen otros factores de riesgos descritos, como el uso prolongado de
anticonceptivos orales, ya que se ha observado una clara relacion dosis respuesta con
duracion en el uso de anticonceptivos orales (35). Otro factor de riesgo reconocido en
el alto numero de embarazos, las mujeres que informaron siete 0 mas numeros de
embarazos a término tienen un riesgo de 4 veces mayor de tener CaCU en
comparaciéon con mujeres positivas a VPH-AR que no han tenido embarazos (36).
Fumar cigarrillos también representa un factor de riesgo al desarrollo del CaCU,
estadisticamente se ha demostrado que el fumar se asocia con un doble riesgo
significativo de desarrollar CaCU, mujeres positivas al VPH-AR con lesiones
preneoplasicas en practicamente todos los casos se tuvo evidencia del efecto del
tabaco como carcinogeno (37).

La coinfeccién con otros tipos de virus también aumenta el riesgo al desarrollo del
CaCU. La infeccion con virus representa una poderosa fuente para la alteracion
genética de células huésped. Es importante sefialar que la sola infeccion por virus no
es suficiente para el desarrollo de un tumor, dentro de los factores que contribuyen al
desarrollo tumoral, la evasion del sistema inmune para poder establecer una infeccidn
prolongada representa un punto clave. Una estrategia para evadir la respuesta inmune
por parte de células infectadas es la generacion de moléculas inmunosupresoras, se ha
observado que con la infeccion por virus como el CMV, VIH, VHB y VHC y el VPH
existe una sobreexpresion de moléculas antiinflamatorias con efectos supresores sobre
los linfocitos T citotoxicos, importantes en la defensa inmune contra las infecciones
virales (38). La co-infeccién con otras enfermedades de transmision sexual también
puede ser un factor de riesgo importante al desarrollo del CaCU ya que los cambios
inflamatorios inespecificos también se han relacionado con el aumento de moderadores
de lesiones cervicales preneoplasicas entre mujeres positivas al VPH-AR (38)

2.4 Historia natural del CaCU

Entre todos los tipos de cancer diagnosticados en el mundo, el cancer cérvico-uterino
(CaCU) es el quinto mas comunmente diagnosticado, y es la cuarta causa principal de
muerte por cancer entre las mujeres alrededor del mundo, por lo que se ha convertido
en un problema de salud publica muy grande (39). Se ha descrito que la historia natural
del CaCU es un proceso largo compuesto por tres etapas: incidencia, progresion e
invasion (figura 4). Primero las mujeres adquieren VPH-AR a través de relaciones
sexuales con una pareja infectada, por lo que la incidencia es alta alrededor de la edad
del debut sexual. Sin embargo, las infecciones se resuelven y desaparecen en
aproximadamente dos afos en mas del 90 - 97% de las personas afectadas (40, 41).



Las mujeres que no resuelven la infeccion pueden llegar a progresar a lesiones
clinicamente conocidos como neoplasia intraepitelial cervical (NIC) y se clasifican como
NIC I, Il y lll, de acuerdo a la cantidad de epitelio que haya sido invadido, también
conocidos bajo la clasificacion de Bethesda como lesion intraepitelial de bajo grado
(LIEBG) para NIC | y lesion intraepitelial de alto grado (LIEAG) para NIC 1l y NIC IIl,
este tipo de lesiones cervicales gradualmente van acentuandose hasta que en un
término de entre 2 a 20 afos se puede transformar en carcinoma invasor (Figura 4) (42,
43). Las infecciones de bajo grado pueden llegar a desaparecer en un periodo de dos
anos si los otros factores de riesgo descritos anteriormente lo permiten y el sistema
inmune de las pacientes actua de manera eficiente (44). Aunque mas del 85% de las
infecciones producidas por el VPH-AR se van a eliminar a lo largo del tiempo, algunas
de estas infecciones no son eliminadas, lo que puede llevar a establecer una infeccién
persistente, con un mayor riesgo de desarrollar LIEAG y CaCU. Se ha encontrado que
la infeccion con multiples tipos virales de VPH esta asociada con persistencia (45). La
duracion prolongada de la infeccién por VPH parece estar asociada con una evasiéon
efectiva del virus hacia la inmunidad innata; de por si el ciclo de replicacion viral es un
mecanismo de evasion: la replicacién del ADN viral y su liberacion no causa muerte
celular, ya que el queratinocito infectado ya esta programado para morir de manera
natural, por lo que no se disparan sefales de peligro hacia el sistema inmune; esto se
ve reflejado en la ausencia de inflamacién por lo que el virus es invisible al huésped
(46).

Incidencia Progresion Invasion
—_—
Cérvix sin VPH s d Infeccion con VPH LIE _—
—
Regresion l
70 al 90 % Grado
resuelven la infeccion .
en 12 a 30 meses Bajo Alto
| 2 aios |
I 1
| 10 - 20anos |

Figura 4. Historia natural del CaCU. La infeccion por el VPH tiene una historia natural de larga evolucion,
que inician clinicamente como neoplasia intraepitelial cervical (NIC) y se clasifican como NIC I, Il y Ill, de
acuerdo a la cantidad de epitelio que haya sido invadido, también conocidos bajo la clasificacién de
Bethesda como lesion intraepitelial de bajo grado (LIEBG) para NIC | y lesion intraepitelial de alto grado
(LIEAG) para NIC Il y NIC IIl. Si la infeccion por el VPH-AR persiste, se suman factores de riesgo entre
los que destaca la efectiva evasion del sistema inmune y este tipo de lesiones cervicales gradualmente
van acentuandose hasta que en un término de entre 2 a 20 afos se puede transformar en carcinoma
invasor.



Con la efectiva evasion del sistema inmune, adicionalmente, hay una baja regulacién
de la expresién de IFN-a e IFN-B y las oncoproteinas E6 y E7 del VPH-AR alteran la
expresion de IFNs, de genes reguladores del ciclo celular y de otros genes
involucrados en la resistencia del huésped a la infeccidn; esto le permite al virus
permanecer durante largos periodos sin ser reconocido, lo cual demora la activacién de
la respuesta inmune adaptativa (47).

Mas recientemente se ha demostrado que la via adenosinérgica juega un papel
importante en la patologia del cancer ginecolégico, al aumentar moduladores
inmunosupresores, ademas se ha propuesto a esta via como un importante modulador
del crecimiento tumoral y metastasis (48). Se ha observado en tejidos de las diferentes
etapas de la historia natural del CaCU un incremento en la expresion de moléculas de
la via adenosinérgica como CD39 y CD73 conforme progresa la enfermedad
(Manuscrito en preparacion). Ademas de que la infeccion persistente por VPH de alto
riesgo, se ha asociado a la accidén conjunta de moléculas de la via adenosinérgica y
otras citocinas como TGF-[3, las cuales se han detectado en altos niveles plasmaticos
que en conjunto se cree que estan participando en el desarrollo de tumor por la
infeccion del VPH-AR (49).

3. La via adenosinérgica

Los nucledtidos y nucledsidos extracelulares median numerosos efectos de
sefalizacion en casi todos los organos vy tejidos, la mayoria de la senalizacion de
nucleotidos depende de interacciones funcionales entre distintos procesos que incluyen
la liberacién de ATP al espacio extracelular, el cual activa eventos de senalizacion a
través de una serie de receptores selectivos de nucledtidos que compiten con
ectoenzimas que hidrolizan moléculas de ATP extracelular. Por lo que la duracion y
magnitud de la via adenosinérgica se rige por una red de ectoenzimas entre las que
destacan CD39 y CD73 (50). En la via adenosinérgica, se hidrolizan moléculas de ATP
y ADP hacia AMP a través de la ectonucleotidasa de membrana integral CD39.
Posteriormente, el AMP es hidrolizado hacia adenosina (Ado) por parte de una
ectonucleotidasa unida a la membrana via glicosilfosfatidilinositol (GPI) denominada
CD73 y se ha descrito que la acumulacion de Ado extracelular favorece la
inmunosupresion que podria ayudar al desarrollo de tumores (51).

3.1 Las ectonucleotidasas CD39/CD73 de la via adenosinérgica tienen un papel
fisiolégico importante en condiciones normales

Dentro de la via adenosinérgica, dependiendo del subtipo, comunmente las
ectonucleotidasas hidrolizan nucleotidos de ATP, ADP y AMP manteniendo un balance
en las concentraciones de estos nucleétidos que cumplen con las funciones de
sefalizacion purinérgica (52). Normalmente los nucleétidos, especialmente el ATP, son
secretados al espacio extracelular y circulan a través del torrente sanguineo debido a
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que cada célula de un organismo puede liberar ATP de una manera controlada a través
de canales para ATP por electrodifusion, difusion facilitada por transportadores
especificos de nucledtidos y exocitosis vesicular o bien de una manera descontrolada
en respuesta al estrés, infeccion y dafio celular (Figura 5) (53, 54). EI ATP extracelular
es considerada una potente molécula de senalizacion al interactuar con sus receptores,
ionotropicos P2XR (P2X1-7) o metabotrdpicos acoplados a proteinas G P2YR (P2Y1,
P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 y P2Y14) que dependiendo de su afinidad y
el evento fisiolégico generan respuestas como la neurotransmisién y el control de la
secrecion hormonal asi como su participacion en la respuesta inmune (Figura 5) (55,
56). Sin embargo, los nucleotidos extracelulares como ATP y ADP son hidrolizados por
la ectonucleotidasa CD39 para generar AMP, y posteriormente el AMP es hidrolizado
hacia adenosina (Ado) por la ectonucleotidasa CD73 (57). La Ado juega un papel
importante en el cuerpo humano, afectando muchos procesos bioquimicos al unirse a
sus receptores para adenosina (RA): A1, A2A, A2B y A3 ubicados en la superficie de
las células (Figura 5) (58).

Receptores para
Ado (A1, A2A,
A2B y A3)

Receptores lonotropicos (P2XR) y
Receptores Metabotropicos (P2YR)

Figura 5. Las ectoenzimas CD39 y CD73 de la via adenosinérgica tienen un papel fisiolégico importante.
Normalmente en situaciones de estrés celular, dafo tisular o en algunas infecciones como virus, se
secretan nucleédtidos de ATP al espacio extracelular. En el espacio extracelular son potentes moléculas
de sefalizacion que se acoplan a sus receptores nombrados receptores P2 que dependiendo de su
afinidad y evento fisiolégico controlan el dafio y modulan la respuesta inmune. Sin embargo, los
nucledtidos extracelulares como ATP y ADP pueden también desencadenar la via adenosinérgica a
través de la ectonucleotidasa CD39 que hidroliza las moléculas de ATP y ADP hacia AMP y
posteriormente el AMP es hidrolizado hacia adenosina (Ado) por la ectonucleotidasa CD73. La Ado al
acoplarse a sus receptores denominados receptores P1 juega un papel importante en muchos procesos
bioquimicos que dependiendo de las concentraciones de Ado desencadenan diferentes eventos
fisiologicos.
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La ectonucleotidasa CD39 pertenece a la familia de las ectonucledtido trifosfato
difosfohidrolasa (E-NTPDasa) que se encuentra expresada en la superficie de muchos
tipos de tejidos incluyendo bazo, timo, pulmoén, células del endotelio vascular, arterias y
células de la respuesta inmune (57). Se ha descrito que CD39 compite con los
receptores P2 por un numero limitado de nucleétidos de ATP secretados al espacio
extracelular y que al hidrolizar los nucleétidos modulan la funcién de los propios
receptores P2 (59, 60).

Uno de los eventos fisioldgicos donde mas se ha involucrado a CD39 es en la
homedstasis vascular, ya que CD39 es la ectonucleotidasa dominante en las células
del endotelio vascular y células asociadas en donde es responsable de la regulacion de
los niveles de nucledtidos extracelulares y plasmaticos (61). Esta regulacién de
nucledtidos es critica en la modulacion de la homedstasis vascular y la respuesta
vascular a lesiones debido a que los nucledtidos extracelulares al unirse a los
receptores P2 sobre las plaquetas, leucocitos y endotelio activan vias que dan como
resultado la degranulacidn, agregacion plaquetaria y por lo tanto una activacion en el
reclutamiento de leucocitos, por lo que CD39 al inactivar las moléculas de ATP y ADP
evita el incremento en las concentraciones basales de estos nucleétidos controlando la
agregacion plaquetaria y el tamafio de trombo (62, 63).

Asi mismo, la actividad catalitica de CD39 marca el inicio a las funciones de fisiolégicas
de CD73. CD73 es una ectonucleotidasa que se encuentra anclada a la membrana
celular por un glicosilfosfatidilinositol (GPI) y es expresada por muchos tipos de células,
entre las que se encuentran células del higado, pulmén, cerebro, células del endotelio
vascular y células de la respuesta inmune (57). Las funciones fisiolégicas de CD73
probablemente difiere entre los distintos tejidos y no solo se limita a su actividad
catalitica, también se ha descrito que es una proteina de adhesion celular ya que ha
sido implicada en las interacciones célula - célula o célula - matriz extracelular (64). Sin
embargo, la mayor importancia fisiolégica de CD73 se debe a su capacidad para
generar Ado a partir de moléculas de AMP, la Ado formada a su vez activa sus
receptores que desencadenan multiples respuestas fisiolégicas en una amplia cantidad
de tejidos (51).
Por ejemplo, la Ado es un potente neuromodulador que influye en muchas funciones
del sistema nervioso central, donde se ha descrito que el aumento en la actividad
neuronal da como resultado niveles elevados de Ado que a la luz de sus receptores
cumplen funciones de regulacion de la actividad nerviosa, controlando la liberacion de
neurotrasmisores (65, 66). En el metabolismo del miocardio, si la tasa de consumo de
energia excede la tasa de produccion de energia, aumentan los niveles de Ado por la
hidrélisis de ATP que da como resultado una vasodilatacion coronaria, que al
antagonizar los estimulos se aporta el suministro de oxigeno al miocardio para
mantener la normalidad (67). En el cartilago, la Ado ayuda a mantener la homedstasis
de los condrocitos, regulando su funcion (68). En el sistema inmune es tal vez en
donde mas se puede apreciar a la Ado como una delgada linea entre las funciones
activadoras o inhibitorias, ya que altas concentraciones de Ado en el microambiente
celular conduce a la inhibicion de las respuestas de las células del sistema inmune; es
por eso, que debe existir un balance entre las concentraciones de ATP y la Ado
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extracelular, debido a que la inflamacion parece estar regulada de forma opuesta entre
estas dos moléculas en donde el aumento de Ado inhibira la inflamacion y al mismo
tiempo, los bajos niveles de ATP también tienen un efecto inhibidor sobre la respuesta
inflamatoria (69, 70). De la misma forma, en todos los tejidos en donde la via
adenosinérgica tiene accion debe existir un balance entre los nucleétidos de ATP, ADP,
AMP, las ectonucleotidasas CD39/CD73 y la produccién de Ado para que se cumplan
las funciones fisioldgicas normales (52). De lo contrario el desequilibrio entre estas
moléculas conducira a procesos patoldgicos, tal es el caso del microambiente tumoral,
en donde el estrés celular y la hipoxia conducen a una desregulacion de la via
adenosinérgica resultando en una alta produccion de Ado con distintos efectos en esta
patologia (71).

3.2 El papel de CD39/CD73 en procesos tumorales

En la biologia del cancer, existen caracteristicas distintivas que permiten el crecimiento
tumoral y la metastasis. Entre ellas estan; la capacidad que tienen las células
trasformadas para modificar o reprogramar el metabolismo celular gracias a su
inestabilidad genomica; y la capacidad para evadir la respuesta inmunoldgica, en
particular por los linfocitos T, linfocitos B, macréfagos y células NK. Dentro de estas
caracteristicas, las ectonucleotidasas CD39 y CD73 tienen gran protagonismo (72).
Sabemos que el microambiente tumoral esta caracterizado por estrés celular en
condiciones de hipoxia y falta de nutrientes, incrementando la muerte celular que
conduce a una alta liberacion de ATP al espacio extracelular, se ha descrito que altas
cantidades de ATP extracelular podrian limitar directamente el crecimiento de las
células tumorales (Figura 6) (73). Para evitar los efectos del ATP extracelular, las
células tumorales modulan la expresion de CD39 en condiciones de hipoxia
produciendo altas cantidades de esta ectonucleotidasa que gracias a su capacidad
enzimatica, hidroliza las moléculas de ATP al mismo tiempo se inicia el camino de la via
adenosinérgica (Figura 6) (74). Asi mismo, el microambiente hipdxico también regula
transcripcionalmente la expresion de CD73 y ese mecanismo de tal induccién implica al
factor inducible por hipoxia-1 (HIF-1), el cual, en un esfuerzo para aliviar los
requerimientos de oxigeno conduce a la activacion transcripcional de CD39, CD73 vy el
receptor para Ado A2B representando una respuesta coordinada para la senalizacion
de Ado autocrina y paracrina.

Por tanto, no es raro encontrar que en los diferentes tipos de tumor, se encuentren
altamente expresadas las ectonucleotidasas CD39 y CD73 (Figura 5) (75, 76). Otro
mecanismo que induce la expresion de CD39/CD73 es a través de la via Wnt, que a
menudo se desregula en tumores (77). Epigenéticamente CD73 esta regulada
negativamente por el silenciamiento transcripcional dependiente de la metilacion (78).

13



Sea cual sea el mecanismo por el cual se regule la expresion tanto CD39 como CD73,
el objetivo principal converge en incrementar la concentracion de Ado en el
microambiente tumoral que a su vez interactua con sus receptores expresados en las
células tumorales, células de la respuesta inmune, células del endotelio vascular, entre
otras (79). Se ha descrito en células tumorales que el receptor A2B por ser de baja
afinidad estd involucrado en la senalizacion a altas concentraciones de Ado,
incrementando los niveles de AMP ciclico e influyendo en la sobrevivencia, proliferacion
y migracion celular (79, 80). La Ado también media la produccion de VEGF por las
células tumorales al interactuar con los receptores A2A y A2B de las células del
endotelio vascular ejerciendo un efecto proangiogénico, mayor produccion de VEGEF,
vasodilatacion y proliferacion de células endoteliales, facilitando la metastasis (Figura
6) (81).

Quizas el papel mas importante de la Ado en la progresion del tumor, es que actua
como una de las moléculas inmunosupresoras mas importantes del microambiente
tumoral, que junto con otras moléculas como TGF-, sinergizan en la supresion de la
respuesta inmune (Figura 6) (82). Se ha propuesto que tanto CD39 como CD73 son
marcadores de las células T reguladoras (T reg) y que la accién coordinada de estas
ectonucleotidasas genera Ado capaz de inhibir la funcion de las células T efectoras a
través de su receptor A2A (82). Por ejemplo, la Ado extracelular induce pérdida de la
actividad citotoxica en las células NK (84), induce la polarizacién de los macrofagos a
un fenotipo M2, que se caracterizan por la produccién de citocinas antiinflamatorias,
ademas de tener mayor expresion de las ectonucleotidasas CD39/CD73 generando un
ambiente rico en Ado (85). En células dendriticas inhibe su maduracion y activaciéon
(86). Por todo lo anterior, se ha propuesto que las terapias anti-CD39/anti-CD73
podrian representar una oportunidad para luchar contra el cancer, ademas de tener un
potencial en el valor pronéstico como biomarcadores en distintos tumores (87, 88).
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Figura 6. Participacion de las ectoenzimas CD39 y CD73 en la progresion del tumor. En el
microambiente tumoral existen diferentes mecanismos, como el estrés celular y la hipoxia que conducen
a la pérdida del equilibrio de las concentraciones de nucledtidos de ATP y la alta produccion de Ado.
Existen diferentes mecanismos en el microambiente tumoral que llevan al aumento significativo de la
expresion de CD39 y CD73 lo que conduce a un desbalance en la cantidad de Ado generada en el
espacio extracelular en donde actua en diferentes niveles. En las propias células tumorales induce
aumento en los niveles de AMP ciclico, influyendo en la sobrevivencia, proliferacion y migracion celular.
En las células de la respuesta inmune inhibe tanto sus funciones efectoras como proliferativas. En
células endoteliales ejerce un efecto proangiogénico, mayor produccion de VEGF, vasodilatacion y
proliferacion de células endoteliales facilitando la metastasis. Asimismo, se ha descrito que las células
tumorales son capaces de secretar las formas solubles de CD39 y CD73 cataliticamente activas que
viajan al torrente sanguineo.

Recientemente se ha descrito que las ectoenzimas CD39 y CD73 al ser de importancia
para el tumor son secretadas al espacio extracelular. Se han detectado las formas
solubles de CD39 y CD73 cataliticamente activas en fluidos corporales como el plasma
sanguineo de pacientes con inflamacién y cancer (89, 90). Aun no es claro como las
formas solubles de las proteinas ancladas a la membrana se liberan, pero los
mecanismos plausibles incluyen la escision por metaloproteasas y desprendimiento
mediado por fosfolipasas asociadas a células (91). Independientemente del origen, la
aparicion de las formas solubles de CD39 y CD73 amplia el rango de accién de estas
enzimas en los sitios de inflamacion. Se especula que ayudan a la produccién de Ado
local, ademas de que pueden viajar en el torrente sanguineo y tener efectos
inmunosupresores, sin embargo, se desconoce el verdadero efecto de las formas
solubles en cancer.

3.3 Via adenosinérgica CD39 y CD73 en CaCU

Anteriormente hemos descrito que la efectiva evasion de la respuesta inmune tiene un
papel clave en la progresion del VPH-AR hacia CaCU. Actualmente ha sido referido
que este hecho puede ser aumentado por la presencia de las ectonucleotidasas CD39
y CD73 dentro del microambiente tumoral. De hecho, es probable que la infeccion por
virus oncogénicos esté regulando positivamente la expresion y la actividad enzimatica
de CD39 y CD73 en las células huésped como estrategia para evadir la respuesta
inmune al aumentar las concentraciones de Ado durante las infecciones persistentes.
Un indicio de esto se ha observado con la infeccion del VPH, donde se ha visto un
aumento tanto de expresidén como en la actividad enzimatica de CD39 y CD73 en
células infectadas por VPH (91). Asimismo, sobre células infectadas directamente con
VPH (CaCU VPH+) se ha observado un aumento en la expresion de CD73 comparado
con células no infectadas (CaCU VPH-) ademas de que la alta expresion de CD73
sobre las células infectadas resulta en una mayor capacidad para suprimir la
proliferacion, activacion y actividad citotoxica de los linfocitos T CD8+ indicando que la
adenosina generada por las células infectadas por los virus oncogénicos es un
mecanismo para evadir la respuesta inmune (49).
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Posiblemente la sobreexpresion de CD39 y CD73 por células tumorales de cuello
uterino sea un mecanismo de proteccion, ya que se ha observado que el ATP
extracelular en si mismo induce la activacion de AMPK y un aumento de p53 con
efectos citotdxicos para las células tumorales (92). El mecanismo molecular por el cual
la infeccion por el VPH-AR este regulando la sobreexpresion de CD39 y CD73
permanece incierto, no obstante diversos estudios concuerdan con la alta expresion y
actividad enzimatica de CD39 y CD73 en lineas celulares de CaCU y muestras de
tejido de pacientes con diferentes etapas de la enfermedad (93, 94). Sumado a ello, en
tejidos de las diferentes etapas de la historia natural del CaCU se ha identificado un
incremento en la expresion de CD39 y CD73 conforme progresa la enfermedad
(Manuscrito en preparacion). Mas aun, se ha observado alta expresion de CD39 y
CD73 sobre las células tumorales y células mesenquimales provenientes de tejido con
CaCU causando acumulacion de adenosina en el microambiente tumoral capaz de
suprimir fuertemente la funcion de células T citotoxicas (91, 95).

Otra forma en que la ectoenzima CD73 esta participando en la progresion del CaCU es
a través de circuitos de retroalimentacion para la evasion inmune, de hecho CD73 es
capaz de activar la produccion de interleucina-10 (IL-10) a través de la generacion de
Ado, la cual al interactuar con el receptor A2B tiene un efecto en la baja regulacion de
moléculas HLA-I en células de CaCU resultando en la evasion del reconocimiento
inmunoldgico mediado por células T citotdxicas (96). Los efectos inmunosupresores de
la produccion de adenosina por parte de CD73 se ven aumentados al trabajar en
sinergia junto con otras citocinas anti-inflamatorias como el factor B de crecimiento
transformante (TGF-f) que al mismo tiempo TGF-f3 puede inducir la expresiéon de CD73
en ceélulas tumorales de CaCU (97). Toda la evidencia conduce a que la infeccidon
persistente del VPH-AR promueve la expresion de CD39 y CD73 incluso desde
lesiones precursoras como NIC-l, ademas de que citocinas como el TGF-f pueden
estar ayudando al estado inmunosupresor y la propia expresion de CD39 y CD73
permitiendo la progresion del tumor (49). Sumado a esto, se ha observado que lineas
celulares de CaCU son capaces de secretar CD73 de forma soluble al espacio
extracelular dependiendo de las citocinas asociadas como el factor de crecimiento
epidermal (EGF), IL-10 y TGF-(3 (98).

4.- CD39 y CD73 solubles

Se ha reportado la forma soluble de CD39 circulando constitutivamente en el torrente
sanguineo con actividad catalitica, pero no ha sido verificada la naturaleza de esta
forma soluble (99). Se sabe que CD39 puede estar incorporada en microparticulas de
plasma humano y de raton, donde puede desempefar un papel en el intercambio de
sefales reguladoras entre leucocitos y células vasculares, asimismo, también se ha
reportado que CD39 puede estar en exosomas liberados por diversos tipos de células
cancerosas (100, 101). Es un hecho que la presencia y actividad catalitica de CD39 en
plasma sanguineo complementa la actividad nucleotidasa de la CD39 de la superficie
celular, de hecho a nivel fisiologico las isoformas NTPDasas 2, 3
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y 8 estan presentes en nivel significativo en microparticulas circulantes y contribuyen a
la actividad ectonucleotidasa en el plasma sanguineo (102). Respecto a la forma
soluble de CD73 se ha descrito que puede ser encontrada en suero y liquido sinovial.
Incluso se ha estipulado que la forma soluble de CD73 en suero derive de la membrana
plasmatica de los hepatocitos, sin embargo la naturaleza exacta permanece indefinida
(103, 104). En principio la forma soluble de CD73 podrian difundirse entre células y
conferir actividad enzimatica a los sitios distantes de la expresion de CD73.

Independientemente de la fuente de las ectoenzimas CD39 y CD73 solubles es
evidente que existen en el torrente sanguineo y son reguladores importantes de las
concentraciones de nucleétidos de adenina vasoactivos, ademas de que podrian estar
regulando respuestas inflamatorias y trombogénesis (105, 106). Poco se sabe sobre el
mecanismo por el cual CD39 es secretado de forma soluble, sin embargo, se conoce
mas sobre la forma en que CD73 puede ser liberadas de forma soluble. El
desprendimiento de CD73 puede ocurrir a través de la hidrdlisis del anclaje de GPI por
fosfolipasas endégenas como fosfolipasa C (FLC) fosfolipasa D (PLD) que rompen el
ancla GPI en diferentes sitios (107). También puede ser encontrada como una variante
soluble de la proteina de la forma anclada a GPI y aun con una parte GPI (89, 108).
Ademas de las fosfolipasas enddgenas, se ha observado que la metaloproteinasa de
matriz 9 (MMP-9) podria generar una forma soluble de CD73, sin embargo esta forma
soluble podria ser inactiva (109). Lo que conduce a la interrogante sobre ;cual es la
diferencia entre las formas solubles de CD73 encontradas?. Esta pregunta resulta muy
interesante ya que CD73 es un claro ejemplo de una molécula con variantes
estructurales y modificaciones postraduccionales que le confieren distintas funciones
bioldgicas, incluso su cinética enzimatica se ve afectada por la presencia del ancla GPI
ya que puede cambiar la conformacion de la proteina (110).

Se ha reconocido que estas formas solubles podrian presentar ventajas
inmunosupresoras: primero porque aumenta el rango de distancia de actividad
enzimatica y; segundo, la célula donante se podria estar protegiendo de la Ado
pericelular (110).Recientemente se ha establecido que las formas solubles de CD39 y
CD73 pueden aumentar ante alguna enfermedad inflamatoria, por ejemplo, los niveles
de Ado aumentan significativamente en el microambiente tumoral jugando un papel
importante como una molécula inmunosupresora y se sabe que la accién combinada de
CD39 y CD73 son la principal fuente de la mayor parte de la Ado producida por el
microambiente tumoral, asi mismo, se ha descrito que las células tumorales pueden
secretar las formas solubles de CD39 y CD73, las cuales pueden estar asociadas a
exosomas como estrategia para mantener altas cantidades de Ado, ademas de que
pueden estar viajando a través del torrente sanguineo con un efecto inhibitorio tanto en
la parte efectora como proliferativa de células de la respuesta inmune como linfocitos T
(101, 111).
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4.1 Papel clinico de CD39 y CD73 soluble

La enzimologia ha adquirido un lugar destacado en la patologia humana, y las
investigaciones con enzimas séricas se han convertido en un requisito previo para
diversas enfermedades, incluido el cancer. La forma soluble de CD39 y CD73 que
existe en el plasma sanguineo en individuos normales se ha observado que puede
aumentar ante alguna enfermedad inflamatoria (112, 113).

Hoy en dia se ha propuesto que la actividad de la forma soluble de CD73 al ingreso
hospitalario tiene valor prondstico para predecir el desarrollo de la pancreatitis aguda
en donde se observa que la concentracion de la forma soluble de CD73 disminuye
junto con la gravedad de la enfermedad (114). Asimismo, la forma soluble de CD73
podria ser un mediador interesante tanto en la sepsis como en la lesion renal aguda, en
donde se ha observado que en comparacién con la poblacién normal, los niveles de
CD73 soluble podrian aumentar en pacientes con lesién renal aguda y sepsis, sin
embargo estos resultados aun no son utiles para predecir el desarrollo o mortalidad en
pacientes con estas patologias (115). En el contexto tumoral se ha observado que los
niveles de CD73 soluble medidos en suero estan incrementados en pacientes con
cancer de ovario y colorrectal, sugiriendo un papel potencial como blanco terapéutico
(116). Por ejemplo se ha reconocido que CD73 soluble podria utilizarse como un
biomarcador serolégico con valor prondstico en pacientes con melanoma metastasico,
debido a que altos niveles de la actividad enzimatica de CD73 soluble se asociaron
significativamente con una pobre supervivencia (117). En el plasma de paciente con
cancer de prostata se ha observado una hidrdlisis elevada de los nucledtidos de
adenina (ATP, ADP y AMP) demostrando una alta actividad de tanto CD39 como de
CD73 soluble, siendo la actividad AMPasa la mas destacada (118). En conjunto, estos
datos sugieren que la hidrdlisis de nucledtidos en el torrente sanguineo es llevado en
gran parte por las ectoenzimas CD39 y CD73 solubles, que de manera coordinada
producen Ado en el torrente sanguineo favoreciendo la progresion tumoral y
preparando nichos premetastasicos contribuyendo a un ambiente inmunosupresor.

4.2 Las caracteristicas moleculares de CD73 soluble entre las que destaca su
glicosilacion le confieren variantes isoformas bajo condiciones patolégicas

Debido a que CD73 es responsable de la mayor produccion de Ado extracelular, varios
grupos de trabajo han puesto mayor atencién en sus caracteristicas bioquimicas y
estructurales. La ecto-5'-nucleotidasa, o CD73, es codificada por el gen NT5E y su
forma madura posee 523 residuos de aminoacidos que pueden sufrir modificaciones
postraduccionales. Es una enzima dimérica con masa molecular que va de los 60-80
kDa, expresandose en la cara exterior de la membrana plasmatica.
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La forma madura de CD73 esta glicosilada y unida a una membrana plasmatica por un
ancla C-terminal de glicosilfosfatidilinositol (GPI) lo que le confiere variedad de
propiedades funcionales como sefializacién, agrupacion en balsas lipidicas y polaridad.
El analisis de ADNc de la estructura primaria de CD73 revela 4 sitios potenciales de
glicosilacion que pueden tener mezclas complejas de glicanos (Figura 7). La
glicosilacion de CD73 es muy importante y puede cambiar en procesos patoldgicos, por
ejemplo, se han encontrado 13 isoformas de CD73 donde las diferencias pueden estar
relacionadas con diferentes contenidos en acido sialico, también las lectinas se unen a
CD73 e inhiben su actividad en varios grados dependiendo del tipo celular (118). Se
sabe que existe heterogeneidad de CD73 de una célula a otra de la misma especie lo
que se puede explicar con la presencia de varios azucares ya que analisis en la
estructura primaria de la cadena de carbohidratos clarifican el grado de heterogeneidad
en la glicosilacion de CD73. Ademas esta reportado que el estado de glicosilacion es la
causa mas probable de la discrepancia en el peso molecular de CD73 (118-119).

Por otra parte, se ha reportado la estructura de CD73 soluble por cristalografia en
donde se revela que también contiene cuatro sitios potenciales de glicosilacion (Asn53,
Asn311, Asn333 y Asn403) en donde la union de diferentes lectinas varia
significativamente. También se sugiere que puede tener altos residuos de manosa,
ademas de una estructura central fucosilada con grupos de glucosamina y acido sialico
(Figura 7) (120).

Asn403 Asn333

Figura 7.- Representacion de la estructura tridimensional del dimero de CD73 soluble. Se muestran dos
subunidades en negro y gris unidos por puentes disulfuro en amarillo, también se observan 4 sitios
potenciales de glicosilacion sitios (Asn) en morado. Estos sitios potenciales de glicosilacion son muy
importantes, ya que le confieren mayor heterogeneidad a la molécula, ademas de que esta reportado
que el estado de glicosilacién es la causa mas probable de la discrepancia en el peso molecular de
CD73 y que puede cambiar su actividad en algunos procesos patolégicos. La molécula de CD73 también
cuenta con iones de Zn en azul en su sitio activo, ademdas se observan dos sitios c-terminal de unién a
GPI.

Tomado de Heuts. D. Scrutton. N. et al.ChemBioChem. 2012.
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Hoy en dia existe un creciente interés en conocer las caracteristicas moleculares de
CD73, debido a que puede sufrir cambios en condiciones patolégicas. De hecho en
adenocarcinoma de colon existen evidencias que indican que la ectonucleotidasa CD73
secretada por las células tumorales es distinta a la secretada por células normales,
existiendo una relacion entre el aumento de la actividad y los niveles de CD73 con el
aumento de la tumorigenicidad y diferenciacion de células. Esta diferencia radica en el
grado de glicosilacion, asi mismo, cuando CD73 pierde glicosilacion se puede observar
una banda de 72 a 59 kDa y una pérdida del 80% de su actividad enzimatica (121). En
pacientes con colestasis se han encontrado dos formas de CD73 en suero: una forma
que parece estar naturalmente en la bilis y el higado (CD73L) y una forma que parece
ser de la mitad del tamafo molecular (CD73S), la cual esta incrementada en pacientes
con colestasis (122). En la distrofia muscular se ha descrito que el grado de la actividad
de la ectoenzima CD73 incrementa con la distrofia muscular, se ha observado que
existe una forma activa y una forma inactiva en 6rganos con distrofia muscular, sumado
a esto, encontraron una forma con 72 kDa y otra con 62 kDa gracias a que la de 72
kDa esta mayormente glicosilada, sin embargo, la de 62 kDa muestra menos actividad
enzimatica. Ambas formas activas e inactivas provienen del mismo RNAm pero se
generan por un procesamiento diferente posterior a la traduccion (123, 124). En higado
de rata, dos dimeros de la ectonucleotidasa CD73 fueron encontrados, uno con
actividad enzimatica y otro sin actividad (125). Sumado a lo anterior, existen evidencias
gendmicas sobre una variante del gen que codifica a CD73 que se genera en cancer
hepatocelular que origina una isoforma de CD73 mas corta denominada CD73S con
carencia de actividad enzimatica por pérdida de glicosilacion pero que forma complejos
con la CD73 normal y promueve la degradacion de ésta a través del proteosoma. Se
cree que la funcion potencial de CD73S puede ser limitar las funciones antiproliferativas
y proapoptéticas de la Ado generada por la CD73 normal (126). Sumados estos
hallazgos, comprueban el alto dinamismo de CD73 y que pueden existir variaciones
dependiendo de las condiciones fisiopatoldgicas.

5.- TGF-B

El factor beta de crecimiento transformante (TGF-B) es un regulador bifuncional que
inhibe o estimula numerosas funciones celulares que incluyen proliferacién, apoptosis,
diferenciacion y migracién. EI TGF-B es sintetizado por diferentes tipos celulares
incluyendo linfocitos, macrofagos, fibroblastos, miocitos, condrocitos, astrocitos, células
epiteliales, células de rifidn, células de placenta y plaquetas, asi como por algunas
células tumorales (127, 128). TGF-B, puede actuar como un mitégeno indirecto sobre
células mesenquimales o como estimulador de la sintesis de proteinas de matriz
extracelular. Sin embargo, es también un potente inhibidor de la proliferacién de células
epiteliales, endoteliales, linfoides y mieloides. Los efectos autocrinos y paracrinos de
TGF-B pueden modificarse mediante la matriz extracelular, las células vecinas y otras
citocinas, dependiendo del contexto fisiopatoldgico (129).
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Por ejemplo, resulta interesante que su efecto inhibidor in vitro esté ausente en muchas
lineas celulares tumorales como carcinoma epidermoide, células de cancer de mamay
carcinoma de pulmén, donde estan alterados los mecanismos de regulacion celular
inducidos por el TGF-B (130-132). Dentro del microambiente tumoral se ha observado
que TGF-B en las primeras etapas del cancer exhibe efectos supresores de tumores al
inhibir la progresién del ciclo celular y promover la apoptosis. Sin embargo, en las
ultimas etapas, el TGF-B ejerce efectos promotores del tumor, aumentando la
invasividad del tumor y la metastasis. Ademas, la via de sefalizaciéon de TGF-3 se
comunica con otras vias de sefalizacién de forma sinérgica o antagonista y regula las
funciones celulares, dado el papel fundamental del TGF-3 en la progresién del tumor,
esta via es un objetivo atractivo para la terapia del cancer (133, 134). Dentro del
contexto inmune, TGF-B también desempefia un papel importante. Actia como una
potente citocina inmunosupresora tanto en la diferenciacion como en la proliferacion
celular. Controla la inmunidad adaptativa promoviendo directamente la expansion de
las linfocitos T reguladoras, por ejemplo, en combinacion con interleucina-6 (IL-6) es
esencial para la produccién de linfocitos T cooperadores que expresan IL-17(TH17) un
tipo de linfocitos proinflamatorios encargados de eliminar patdgenos (135). Pero
también TGF-B actua inhibiendo la generacion y funcion de los linfocitos T efectores y
las células dendriticas presentadoras de antigenos. EI TGF-B controla de manera
similar el sistema inmunoldgico innato inhibiendo las células asesinas naturales (NK) y
regulando el comportamiento complejo de los macréfagos y neutrdéfilos, formando asi
una red de entradas reguladoras inmunitarias negativas (136).

5.1 TGF-By la via adenosinérgica

El TGF-B afecta muchos tipos de células dentro del sistema inmunolégico y desempena
un papel crucial en la homeostasis inmunitaria. De igual forma, los nucledtidos
extracelulares como el ATP y sus derivados regulan algunas respuestas inmunes. De
hecho, el TGF-f junto con los nucledtidos extracelulares basados en Ado trabajan en
sinergia potenciando respuestas inmunes, es por eso que existe una intima relacion
entre el TGF-B y las ectoenzimas CD39 y CD73 responsables de la mayor
concentracion de Ado extracelular (137, 138). Existen suficientes evidencias que
indican que tanto TGF-B como las ectoenzimas CD39 y CD73 se estan regulando
mutuamente. Por ejemplo, se ha demostrado en células HK-2 (tubulo proximal de rifién
humano) que la adicién de TGF- da como resultado una activacién completa del gen
NT5E que codifica CD73, al parecer la via genética que lleva a la activacién del gen
NT5E por el TGF-B es conducido por la fosforilacion de Smad 2/ 3, resultando en el
aumento en los niveles y actividad AMPasa de CD73 por la sefalizacion del TGF-f3
(139). CD73 también es regulado positivamente por TGF-B en linfocitos T CD8+,
linfocitos T CD4+, células dendriticas y macrofagos, o que proporciona un mecanismo
de amplificacion para la generacion de Ado en microambientes tisulares (140).
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Bajo contextos tumorales también se ha observado que TGF-3 y la Ado generada por
CD73 actuan de forma sinérgica. De hecho el anticuerpo neutralizante anti-CD73
mejora la respuesta inmune mediada por células T efectoras antitumorales. Sin
embargo, el medio tumoral rico en TGF-B mantiene la expresion de CD73
principalmente en células T CD8+ en varios modelos tumorales (141). De igual forma,
la sefializaciéon de TGF-B media la maduracion de células supresoras derivadas de
mieloides con altos niveles de expresion de CD39 y CD73 en la superficie celular y
capacidad para generar Ado, contribuyendo asi a los efectos inmunosupresores,
proangiogénicos y promotores de tumores (142). Recientemente nuestro grupo de
trabajo reporto que en pacientes con neoplasias cervicales de bajo grado e infeccidn
persistente por VPH-AR, la mayor expresiéon de CD73 en las células cervicales se
asocié con mayores niveles plasmaticos de TGF-f en relacion a las de donadoras
sanas (49). Asimismo, reportamos que existe un bucle de retroalimentacion en células
de CaCU que favorece la actividad inmunosupresora a través de la produccion de TGF-
B y Ado, asi como la actividad autocrina de TGF-B y la expresiéon de CD73 (143).
Sumado a esto, también existe evidencia de que la participacion de células
mesenquimales en el microambiente tumoral aumenta la expresion de CD73 en células
tumorales de CaCU y su capacidad de producir Ado ademas de correlacionarse
positivamente con un aumento de la expresién de TGF- (144). Todos estos hallazgos
dan evidencia de la intima relacién de la via adenosinérgica con el TGF-$ para inducir
ambientes inmunosupresores y favorecer un microambiente tumoral (Figura 8).

Ado
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‘ Ado Células dendriticas

TGF-B
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. Células T CD4+

Figura 8. TGF-f y la via adenosinérgica mantienen una retroalimentacion positiva en el microambiente
tumoral. Bajo el microambiente tumoral se observa que TGF-3 favorece la alta expresion CD73 sobre
células tumorales y algunas células de la respuesta inmune como macréfagos, células dendriticas,
células T CD8+ y células T CD4 +. Ademas de potenciar la actividad AMPasa produciendo altas
concentraciones de adenosina. Se observa que CD73 también induce una mayor produccion de TGF-f
por parte de las células tumorales, manteniendo una regulacion autocrina de TGF-f y la expresion de
CD73 con efectos inmunosupresores que mantienen la progresion del tumor.

22



Justificacion

Hasta el momento no hay reportes de la concentracién y actividad catalitica de CD39 y
CD73 en el plasma de pacientes en distintas etapas de la historia natural del CaCU.
Por esto y en base a los antecedentes anteriores, decidimos examinar como se
encuentran los contenidos de CD39 y CD73 y la actividad funcional de estas enzimas
en plasmas de donadoras sin infeccion por VPH y en pacientes con diferentes etapas
de desarrollo de CaCU (LIEBG, LIEAG y CaCU). Ademas, decidimos averiguar si existe
alguna correlacién de los contenidos de CD39 y CD73 y las concentraciones de TGF-
plasmaticas en los plasmas de estos pacientes y si existe la presencia de alguna
isoforma de CD73 con diferente patron de glicosilacion en los plasmas de pacientes
con etapas avanzadas de CaCU. Lo cudl podria ser importante para considerar a estas
ectonucleotidasas plasmaticas como biomarcadores predictivos en la progresién del
CaCuU.
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Hipotesis

En estudios recientes hemos encontrado que la expresion de las ectonucleotidasas
CD39 y CD73 incrementa en tejidos tumorales de pacientes con CaCU en relacion con
el grado de avance de la enfermedad, también se ha reportado que los niveles de TGF-
B incrementan con la gravedad de las lesiones cervicales. Por otro lado, tenemos
evidencia que células tumorales de CaCU liberan cantidades importantes de estas
ectonucleotidasas cuando son cultivadas in vitro. Por tanto, se espera que la actividad
adenosinérgica de plasmas de pacientes con CaCU incremente conforme el grado de
progresion de la enfermedad y ésta se relacione con los contenidos de CD39, CD73 y
de TGF-(.
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Objetivos
Objetivo General

Analizar el contenido y la actividad enzimatica de CD39 y CD73 en plasmas pacientes
con LIEBG, LIEAG y CaCU y su correlacién con los contenidos de TGF-[3.

Objetivos Particulares

1.- Analizar el contenido de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en plasmas de
pacientes con LIEBG, LIEAG y CaCU.

2.- Determinar la actividad adenosinérgica de plasmas sanguineos de pacientes con
LIEBG, LIEAG y CaCuU utilizando nucleétidos de adenina (ATP, ADP y AMP).

3.- Determinar la presencia de CD73 altamente glicosilada en plasmas sanguineos de
pacientes con LIEBG, LIEAG y CaCU.

4.- Analizar los contenidos de TGF-3 en plasmas sanguineos de pacientes con LIEBG,
LIEAG y CaCuU.

5.- Determinar si existe correlacion entre los contenidos de las ectonucleotidasas CD39
y CD73 con el contenido plasmatico de TGF-B de pacientes con LIEBG, LIEAG y
CaCuU.
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Metodologia

Material biolégico

Las muestras biolégicas fueron obtenidas de mujeres que asistieron a programas de
deteccion temprana en el Hospital de Ginecologia y Obstetricia No 4 del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), y al servicio de ginecologia del Hospital de
Oncologia, CMN SXXI del IMSS, Ciudad de México, México, entre abril de 2016 y mayo
de 2018, después de obtener el consentimiento informado avalado por el Comité Local
de Bioética. Las mujeres sin lesiones cervicales fueron diagnosticadas por citologia
convencional (tincion de Papanicolaou) y por colposcopia. En los casos de lesiones
precancerosas o cancer cervical, el diagndstico se confirmd por histopatologia.

Las citologias y las biopsias fueron analizadas por los patdlogos de cada clinica y
clasificadas de acuerdo al Sistema Bethesda 2001 (145) como: Negativo para Lesion
Intraepitelial o Malignidad (NLIM); Neoplasia Intraepitelial Cervical de grado I, Il y IlI
(NIC-1, NIC-Il y NIC-lll); y Cancer Cervical Invasivo (CaCU). Para el analisis de los
datos, las lesiones se agruparon de acuerdo con la clasificacion de la lesidn
intraepitelial escamosa (LIE) como LIE de bajo grado (LIEBG, correspondiente a la
clasificacion histoldégica de NIC-I), y LIE de alto grado (LIEAG, correspondiente a la
clasificacion histologica de NIC-Il y NIC-IIl). Las muestras diagnosticadas como CaCU
formaron el ultimo grupo.

Las muestras cervicales de mujeres diagnosticadas con NLIM se recolectaron durante
los examenes ginecologicos con un citocepillo (Cytobrush®,STERYLMEDICAL Co.,
Yangon, Myanmar) y luego se colocaron en medio de transporte (Preserv-Solucion de
Cyt; Hologic, Bedford, MA) para almacenarse a 4°C hasta la extraccion del ADN.
Posteriormente fueron analizadas por PCR convencional de una sola ronda para
descartar la presencia de HPV, utilizando los cebadores MY09 / MY11 (146), las
mujeres que fueron consistentemente negativas para las pruebas clinicas y
moleculares se consideraron como donadoras normales (DN). Como control positivo se
utilizé ADN de la linea celular HeLa (HPV-18+), como se reportd previamente (147).

Las muestras cervicales de mujeres diagnosticadas como LIE o CaCU fueron
sometidas para analisis molecular por PCR, utilizando el LINEAR ARRAY® HPV kit
(Roche Diagnostics, CA, EE. UU.), para el genotipado de entre 37 tipos principales de
VPH que infectan la region anogenital (VPH-6, -11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42,
45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 81, 82,83 y
84). En cada muestra, el gen de beta globina humana se amplific6 como control
interno. Después de la reaccién de hibridacion, las tiras se leyeron visualmente
utilizando una guia de referencia. Todos los procedimientos se llevaron a cabo
siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Las muestras de sangre periférica utilizadas en este estudio fueron obtenidas de 15
DN; 18 con LIEBG; 12 con LIEAG; y 19 con CaCU (Tablas 1 y 2), las cuales fueron
colectadas en tubos vacutainer con anticoagulante ACD (Becton Dickinson, USA) y se
centrifugaron a 385 x g durante 10 minutos para obtener los plasmas. Posteriormente,
los plasmas sanguineos se centrifugaron a 2422 x g por 10 min a 4 °C para separar las
plaquetas, como se reporté previamente (95). Los plasmas libres de plaquetas (PLP)
fueron utilizados para la deteccion y cuantificacion de CD39 y CD73 soluble.

Deteccion y cuantificacion de CD39 y CD73 soluble en PLP

La deteccion de CD39 y CD73 en los PLP se realizd mediante ensayos de
inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA). Los datos fueron interpolados en curvas tipo
utilizando diferentes concentraciones (1-35 ng/ml) de enzimas recombinantes humanas
(rhCD39 y rhCD73, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) diluidas en PBS. Los PLP
fueron diluidos con PBS, la deteccién de CD39 en los PLP se hizo a una dilucion de 1:
40 000, y la de CD73 a una dilucién de 1: 25 000. Muestras de 100 L de las diferentes
diluciones fueron colocadas por triplicado en placas para ELISA/RIA de 96 pozos de
fondo plano (Corning Inc., USA). Las placas se incubaron durante 1 ha 37 ° C y luego
durante toda la noche a 4 °C. A continuacion, las placas se lavaron con una solucion
de lavado (PBS 0.1 % Tween-20) y luego se incubaron con una solucién de bloqueo
(2% BSA w/v en PBS 0.1% Tween-20) durante 2 h a 37 ° C. Una vez que se lavaron las
placas, los anticuerpos anti-CD39 o anti-CD73 (Novus Biologicals. USA ) fueron
adicionados a una dilucion 1:1000 en solucion de bloqueo e incubados 2 h a 37 °C. Las
placas fueron lavadas seis veces e incubadas con el anticuerpo secundario cabra anti-
ratébn o anti-conejo IgG unidos a fosfatasa alcalina (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) en una dilucién 1:500 en solucion de bloqueo e incubados 2 h a 37 °C y
después de 8 lavados se adiciono el sustrato para la fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) diluido en dietanolamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.)
al 10% (pH 9,8). Finalmente la lectura se realizé a una longitud de onda de 405 nm
utilizando un lector de placas para ELISA.

Actividad hidrolitica de CD39 y CD73 soluble

Para determinar la actividad hidrolitica de las ectonucleotidasas CD39 y CD73
contenidas en los PLP, 5uL de cada PLP fueron incubadas en presencia de difosfato de
adenosina (ADP) o monofosfato de adenosina (AMP) a una concentracion final de
5mM. Después de 72 h de incubacion se evaluo la produccion de Ado. Para inhibir la
actividad enzimatica de CD39 y CD73 se adicionaron los inhibidores especificos
polioxotungstato de sodio (POM-1, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) y adenosina 5 '-
(a, B-metileno) difosfato (APCP, Sigma-Aldrich), respectivamente, a una concentracion
final de 5mM, como se describié previamente (148). El volumen total de cada reaccion
fue de 100 uL.
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La cantidad de Ado producida por cada muestra incubada con ATP o AMP se evalu6 a
través de cromatografia en capa fina y posteriormente para cuantificar la Ado generada
se determiné por cromatografia liquida de alto rendimiento, aplicando 25 pL de cada
reaccion a un cromatégrafo (UPLC Acquity, Waters Corporation, Milford, MA, EE. UU.),
utilizando una fase movil compuesta de acetonitrilo al 0,5%, metanol al 5% y acetato de
sodio al 94,5% (0.25 M y pH 6.3). Antes de la lectura, las muestras se filtraron en filtros
Amicon de 3000 Daltons (Millipore Corporacién, EE. UU.). Se prepard una curva
estandar de Ado para evaluar el contenido de Ado en las diferentes muestras usando
Empower 3 (Waters Corporation, Milford, MA, EE. UU.).

Cuantificacion de TGF-1

Para cuantificar el contenido de TGF-B1 en muestras de PLP, se utilizd el kit de ELISA
Quantikine TGF-B1 humano (R&D Systems) de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Western Blot

Para analizar la presencia de CD73, muestras de 3ul de cada PLP o de 20ng de CD73
contenidos en los PLP (con base a la curva tipo de rhCD73) fueron tratadas con
solucion amortiguadora de Laemmli y analizado por SDS-PAGE al 10%. Las proteinas
fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Amersham Protran 0.2 ym), la
cual fue incubada con solucién de bloqueo (TBS 0.1% Tween-20 y BSA al 5%) durante
60 min a temperatura ambiente. La membrana se lavo 2 veces con solucion de lavado
(TBS 0.1% Tween-20) y posteriormente se incub6 con anticuerpos anti-CD73 (Novus
Biologicals, USA) a una dilucién 1:1000 en solucion de bloqueo durante toda la noche
a 5 °C. Después de 5 lavados, la membrana se incubd con el anticuerpo secundario
(HRP goat anti-Rabbit) a una dilucién 1:1500 con solucién de bloqueo durante 1 h.
Después de 5 lavados la presencia de CD73 en la membrana fue revelada en un
ChemiDoc (Life Science Research Bio-Rad, USA) utilizando el sustrato
Chemiluminescent Peroxidase (Sigma-Aldrich, USA).

Desglicosilacion enzimatica

Para desglicosilar a CD73 contenido en las muestras de PFP, fueron incubadas
durante 5 min a 37°C en presencia de 1.5 ul de una solucion desnaturalizante (1M de
B-mercaptoetanol y 2% de SDS). Posteriormente se adicionaron las enzimas
endoglicanasa-H (Genzyme, Co. USA) y N-glicanasa (Genzyme, Co. USA) a una
concentracion final de 0.05U/ml y se incubaron durante 18 horas a 37 °C.
Posteriormente los productos de la digestion enzimatica fueron analizados mediante
Western blot utilizando anti-CD73 como se describié anteriormente.
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Tratamiento con Fosfolipasa C especifica para fosfatidilinositol

Con base a las cuantificaciones obtenidas por ELISA, se colocaron 20 ng de proteina
de CD73 de las muestras plasmaticas de las diferentes etapas (DN, LIEBG, LIEAG y
CaCU) en tubos eppendorf. Se adicioné a las muestras plasmaticas 40 ul de 0.1 M
HEPES—NaOH a pH 7.65. También se agregd 10 ul de 0.8 % de desoxicolato de sodio
y se adiciond la fosfolipasa C especifica para fosfatidilinositol (PI-PLC) (Derivada de
Bacillus cereus, Invitrogen, USA,) 20 ul 1nM en BSA al 0.1%. Se dejé incubando la
reaccion durante 90 minutos a 37 °C, posteriormente el producto de la reaccién se
separd del sustrato de Pl con 20 pl de Triton X-100 y se centrifugaron a 12000 xg
durante 1 minuto. Se recuperd la fase superior se mezclé con 20 pl de Tris-HCI 50mM.
Posteriormente los productos de la digestion enzimatica se utilizaron para hacer
ensayos de Western blot.

Analisis estadistico

Todos los datos numéricos se presentan como el valor medio £ error estandar de la
media (SEM) de tres experimentos independientes. Las comparaciones y correlaciones
fueron evaluados por analisis estadistico multivariado utilizando GraphPad Prism
version 7 (La Jolla, CA, EE. UU.).
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Resultados

Caracteristicas de las mujeres participantes en el estudio

El presente estudio se llevd a cabo con 64 muestras cervicales y de sangre periférica
de mujeres que asistieron a programas de deteccién temprana del cancer en el
Hospital de Ginecologia y Obstetricia No 4 del IMSS, y al servicio de ginecologia del
Hospital de Oncologia, CMN SXXI del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS),
Ciudad de México, México. De acuerdo al analisis citolégico e histopatoloégico, 15
muestras correspondieron a mujeres sin VPH (DN) (Tabla 1), 18 con lesiones
intraepiteliales de bajo grado (LIEBG), 12 con lesiones intraepiteliales de alto grado
(LIEAG) y 19 con cancer cervical (CaCU) (Tabla 2). Todas las muestras y datos clinicos
de las participantes se tomaron después de obtener el consentimiento informado, de
acuerdo los requerimientos de ética y confidencialidad relacionados con la toma de
muestras de humanos en las instituciones involucradas. Para descartar la presencia de
infeccion por VPH en las muestras de mujeres NLIM, a partir de las muestras cervicales
se obtuvo ADN para realizar el analisis molecular por PCR utilizando oligonucleétidos
consenso MY09 y MY11 que amplifican un fragmento conservado de 450 pb del gen
que codifica para la proteina L1 de los diferentes genotipos de HPV. Como control
positivo se utilizo ADN de la linea celular HeLa (HPV-18+) (Figura 1). Se analizaron 19
muestras cervicales de mujeres NLIM, de las cuales 15 fueron negativas para la
infeccion por HPV, las cuales fueron incluidas en el estudio como DN. La edad
promedio de las DN fue de 31.2 (rango de 22-41) afios (Tabla 1); el de mujeres con
LIEAG de 32.7 (rango 21-43) afios, las de LIEAG de 36.6 (rango 27-46) afos, y las de
CaCuU de 47.68 (rango 35-62) anos (Tabla 2). ElI numero promedio de parejas sexuales
y embarazos en las DN fue de 2.2 (rango de 1-4) y 1 (rango 0-3), respectivamente
(Tabla 1). Mientras que en las pacientes con LIEBG fue de 2.44 (rango 1-4) y 1.88
(rango 1-4), respectivamente; en las pacientes con LIEAG de 3.3 (rango 2-5) y 3.5
(rango 2-5), respectivamente; y en las pacientes con CaCU de 2.68 (rango 2-4) y 4.2
(rango 3-6), respectivamente (Tabla 2). Todas las muestras cervicales de pacientes con
LIE fueron positivas a HR-HPV. Los genotipos mas frecuentes fueron: HPV-16 (22/49,
44%), HPV-45 y HPV-52 (7/49, 14%), HPV-18 y HPV-33 (6/49, 12%) y HPV-53(3/49,
6%) (Tabla 2). Asimismo, 25/49 pacientes presentaron co-infeccién con 2 o mas
genotipos de HPV, de los cuales: 8/18 (44.4%) fueron en pacientes con LIEBG; 7/12
(58%) en pacientes con LIEAG ; y 10/19 (52.6%) en pacientes con CaCU. Es
importante mencionar que las pacientes con LIEAG y CaCU también exhibieron
significativamente un mayor numero de parejas sexuales (promedios 3.3 y 3.5) y
embarazos (promedios 3.5 y 4.2), respectivamente, que los de DN, cuyos promedios
fueron 2.26 y 1.13, respectivamente, (Tabla 3).
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Tabla 1: Datos clinicos de donadoras normales

Numero de Tipos de VPH Edad Numero de Nuamero de
muestra cervical (afios) parejas sexuales partos
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Figura 1. Deteccion del gen L1 de HPV en muestras cervicales de mujeres NLIM. La expresion del gene
L1 en las muestras cervicales fue realizado por PCR como se describe en la Seccién 2. Se muestra la
ausencia (izquierda) o presencia (derecha) de L1 en muestras de mujeres NLIM. Como control positivo

se utiliz6 ADN de la linea celular HeLa (HPV-18+). La expresion del gen de la B-actina en todas las
muestras se utilizé como control interno. El tamario del fragmento (pb) de cada gen esta indicado.

Muestra
cervical

Hela

L1 VPH 450 bp

[}-actina 238 bp
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Tabla 2. Datos clinicos de las pacientes con diferentes etapas de CaCU

Diagnostico Nuamero de Tipo de Edad Numero de Numero de
muestra cervical VPH (afios)  parejas sexuales embarazos

LIEBG 1 61,58 29 3 3
LIEBG 2 53 33 2 1
LIEBG 3 16,52,33,35,58 27 2 4
LIEBG 4 71,33 40 3 2
LIEBG 5 54 37 3 1
LIEBG 6 67 32 1 1
LIEBG 7 16 36 3 3
LIEBG 8 33 27 2 1
LIEBG 9 66 42 1 1
LIEBG 10 73,83 39 2 2
LIEBG 11 84 25 1 1
LIEBG 12 89 28 3 3
LIEBG 13 59, 66,73 45 4 2
LIEBG 14 59 34 3 1
LIEBG 15 40,52,53,66,70 31 1 2
LIEBG 16 53 33 2 1
LIEBG 17 83 39 2 2
LIEBG 18 16 43 3 .|
Promedios - - 32.7 244 1.88
LIEAG 1 16 32 3 4
LIEAG 2 52,51 31 2 3
LIEAG 3 4533 42 3 2
LIEAG 4 16 38 4 3
LIEAG 5 56,66 40 1 4
LIEAG 6 16,39 32 3 3
LIEAG 7 18 36 2 2
LIEAG 8 16 29 3 1
LIEAG 9 16,45 35 4 2
LIEAG 10 18,52,45,33 26 3 3
LIEAG 11 18,53 39 2 1
LIEAG 12 16 44 2 2
Promedios - - 36.5 33 35
CaCU 1 45,84 35 2 4
CaCU 2 33 38 3 3
CaCU 3 16 42 4 5
CaCU 4 16 52 2 3
CaCU 5 16,52 3 2 2
CaCU 6 31 48 2 2
CaCU 7 69,71,81,84 50 4 4
CaCU 8 39,68 37 3 3
CaCU 9 16 41 2 2
CaCU 10 16,18 55 3 5
CaCU 11 16 46 2 3
CaCU 12 45 39 3 2
CaCU 13 45,72 54 4 2
CaCU 14 16,62 29 3 1
CaCU 15 16, 18, 52 38 2 3
CaCU 16 16 42 3 2
CaCU 17 18,45 48 1 3
CaCU 18 16 43 5 2
CaCU 19 16,52 36 3 3

Promedios - - 47.68 2.68

e
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Tabla 3. Relacion entre datos clinicos de donadoras normales y pacientes con diferentes anormalidades cervicales

€scamosas

embarazos

Pacientes
Datos clinicos DN -
LIEBG LIEAG CaCU P values
b c.d a<0.03 vs S/VPH
Edad (afos) 31.26+5.86 32.77+6.94 36.5+6.11° 47.68+7.08 = | b<0.0001 vs S/VPH
¢<0.0001 vs LIEBG
d<0.0001 vs LIEAG
€<0.006 vs S/VPH
Nuamero de 9 26£0.96 2 44+0.7 334088 F 2.6+0.75° £<0.005 vs LIEBG
parejas sexuales ' ' £<0.03 vs LIEAG
h<0.01 vs S/VPH
Nimero de i j i<0.0001 vs S/VPH
1.13+0.2 1.88+0.83" 3.541 4.2+1.1%! j<0.0001 vs LIEBG

k<0.0001 vs S/VPH
1<0.001 vs LIEBG

DN: Donadoras normales

LIEBG: Lesion intraepitelial de bajo grado
LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado

CaCU: Cancer cervical -uterino

Los valores P fueron calculados usando la prueba de rango con signo de Wilcoxon y la prueba de t student

Analisis del contenido de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en plasmas de
donadoras normales y de pacientes con lesion intraepitelial de bajo grado
(LIEBG), lesion intraepitelial de alto grado (LIEAG) y CaCU

Para determinar el contenido de CD39 y CD73 soluble en los PLP, se establecieron
curvas tipo con rhCD39 (Fig. 2A) y rhCD73 (Fig. 2B) utilizando concentraciones de 5-30
ng/mL de cada proteina recombinante. Basandonos en los datos de las curvas de
calibracion de las proteinas recombinantes de CD39 y CD73, se realizaron ensayos de
ELISA con varias diluciones de plasmas sanguineos de DN y de pacientes con CaCU
para interpolar los valores obtenidos. Empleando un grupo pequeno de muestras (n=5)
de PLP de DN y CaCU se encontr6é que a las diluciones de PLP de 1:40000 y 1:25000
se pudieron detectar diferencias significativas en los contenidos de CD39 y CD73,
respectivamente, entre las muestras analizadas (Figura 2 C y D).
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Figura 2. Curvas tipo para CD39 y CD73 soluble. Las curvas tipo para CD39 y CD73 soluble, se
establecieron mediante la técnica de ELISA utilizando diferentes concentraciones (5-30 ng/mL) de las
proteinas recombinantes humanas CD39 (rhCD39) (A) y CD73 (rhCD73) (B), cuya correlacion con la
absorbancia (DO) fue (r=0.9925, P<0.001) y (r=0.9952, P<0.001), respectivamente. La deteccién de
CD39 y CD73 en los PLP de donadoras normales (DN) y pacientes con CaCU (CaCU) se realiz6 a las
diluciones 1:40 000 y 1:25 000, respectivamente (C y D).

Por lo anterior descrito, para llevar a cabo la deteccion de CD39 y CD73 los PLP de las
DN y de mujeres con LIEBG, LIEAG o CaCU se diluyeron con PBS en proporcién
1:40 000 y 1:25 000, respectivamente. Las cantidades de CD39 y CD73 soluble en los
PLP incrementaron conforme el grado de avance de la enfermedad. Las pacientes con
LIEBG, LIEAG y CaCU mostraron cantidades significativamente mas altas de CD39
(promedios, 6459+1232 ng/mL, 8333+1440 ng/mL y 772811198 ng/mL),
respectivamente, que las DN cuyo promedio fue de 3839+824 ng/mL) (Figura 3A). La
proporciéon de CD39 en los PLP de las pacientes con LIEAG y CaCU, quienes
mostraron los contenidos mas altos de CD39, fue de 2.3 y 2.2 veces mayor,
respectivamente, en relacion al contenido de CD39 de las DN (Figura 2A). Por otra
parte, las pacientes con LIEBG, LIEAG y CaCU, también mostraron cantidades
significativamente mayores de CD73 en los PLP (promedios, 26381630 ng/mL,
31811863 ng/mL y 50531396 ng/mL), respectivamente, que el de las DN, quienes
mostraron un promedio de 1880+£228 ng/mL (Figura 3B).
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La proporcién de CD73 en los PLP de las pacientes con LIEAG y CaCU, quienes
mostraron los contenidos mas altos de CD73, fue de 1.7 y 2.68 veces mayor,
respectivamente, en relacion al contenido de CD73 de las DN (Figura 3B). Por otra
parte, a diferencia de las DN, quienes mostraron baja correlacion entre los contenidos
de CD39 y CD73 en los PLP (r=0.1104, P<0.001) (Figura 4A), nosotros encontramos
una correlacion positiva de los contenidos de estas ectonucleotidasas en los PFP de
las pacientes con LSIL, HSIL y CC (r=0.5929, P<0.001) (Figura 4B).
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Figura 3. Contenidos de CD39 y CD73 en las muestras de PLP de DN y pacientes. Para la deteccién de
CD39y CD73, los PLP de las DN y de las pacientes se diluyeron con PBS en proporcién 1:40 000 y 1:25
000, respectivamente. Los datos son representativos de tres experimentos independientes. Se muestran
los promedios + SEM de las concentraciones de CD39 (A) y CD73 (B) soluble detectado en los PLP de
las DN y de las pacientes. Las diferencias significativas se indican como: * (p<0.05, ** (p <0.001) y ***
(p<0,0001). ns, no significativo.
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Figura 4. Correlacién entre el contenido de CD39 y CD73 en PLP de DN y pacientes con LIEBG, LIEAG
y CaCU. Se muestra la correlacién (r) entre los contenidos de CD39 y CD73 para los PLP de DN (A)
(circulos abiertos), (r = 0.1104, P <0 001); y para las pacientes con LIEBG (diamantes en blanco),
LIEAG (diamantes en blanco y negro) y CaCU (diamantes negros) (B), (r=0.5929, p<0.001).
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Actividad adenosinérgica en plasmas libres de plaquetas de donadoras normales
y pacientes con lesion intraepitelial de bajo grado, lesion intraepitelial de alto
grado y cancer cérvico-uterino utilizando nucleétidos de adenina (ATP, ADP y
AMP)

Con la finalidad de analizar la actividad adenosinérgica de las ectonucleotidasas CD39
y CD73 detectadas en los PLP de las DN y pacientes con LIEBG, LIEAG y con CaCU,
se incubaron alicuotas de 5ul de plasma con 45ul de los nucleétidos ATP o ADP (5mM)
para determinar la actividad de CD39 o de AMP (5mM) para determinar la actividad de
CD73. Para inhibir especificamente la actividad catalitica de CD39 se adicion6 POM-1
(5mM), mientras que APCP (5mM) se utilizé para inhibir la actividad de CD73.

Los productos de cada reaccion fueron visualizados en cromatografia en capa fina
(Figura 5A). La actividad catalitica de CD39 en las muestras de plasmas sanguineos de
los pacientes con LIEBG, LIEAG y CaCU se pudo detectar a través de la hidrdlisis de
ATP y generacion de ADP y AMP a partir de las primeras 24 h de incubacion,
principalmente en las muestras de pacientes con LIEAG y CaCU. No obstante, la
generacion de adenosina a partir de la hidrolisis de ATP se pudo detectar a partir de
las 72 h en las muestras plasmaticas de estas pacientes.

En el caso de los plasmas de las DN la actividad catalitica de CD39 fue detectable
después de 72 h de incubacion con ADP. En todos los casos, la adicion de POM-1
inhibié la generacion de ADP y AMP cuando los plasmas fueron incubados en
presencia de ATP y ADP, respectivamente. Por otra parte, la actividad catalitica de
CD73 presente en las muestras plasmaticas de pacientes con LIEBG, LIEAG y CaCU
pudo detectarse a partir de las 72 h de incubacién en presencia de AMP, mientras que
las obtenidas de DN no mostraron actividad detectable. En todos los casos se observo
que la adicion de APCP inhibi6 la actividad catalitica de CD73 (figura 5B).
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Figura 5. Actividad enzimatica de CD39 y CD73 en muestras de PLP. La actividad catalitica de CD39
presente en los plasmas de las pacientes se realizé en presencia de 5mM ATP y ADP; y la de CD73 en
presencia de 5mM de AMP. La actividad catalitica de CD39 y CD73 fue inhibida mediante la adicion de
5mM de POM-1 (inhibidor especifico de CD39) o de APCP (inhibidor especifico de CD73). La generacion
de AMP y Ado fue visualizada durante 72 h mediante cromatografia en capa fina. Los nucleétidos (ATP,
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ADP, AMP) y el nucledsido adenosina (Ado), a una concentracion de 5mM, fueron utilizados como
marcadores referentes.

Con la finalidad de cuantificar los contenidos de adenosina generados por la actividad
catalitica de las nucleotidasas CD39 y CD73 presentes en las muestras de PLP de DN
y pacientes con LIEBG, LIEAG y CaCU, muestras de 5yl de cada PLP fueron
incubadas en presencia de 5mM de ADP o AMP (volumen total 50ul) y en presencia o
ausencia de POM-1 o APCP, inhibidores especificos de CD39 y CD73,
respectivamente. Alicuotas de cada reaccion fueron tomadas al inicio y después de 72h
de incubacion para evaluar la produccion de Ado a través de UPLC. Utilizando
diferentes concentraciones (0.1uM -10uM) de adenosina sintética como estandares de
referencia (Fig 6A), notablemente se observé que los PLP derivados de pacientes con
LIEAG y CaCU generaron cantidades significativamente mayores de Ado en relacion a
los PLP de DN y LIEBG. El promedio de la concentracién de Ado producida por los PLP
de los DN al incubarse en presencia de ADP y AMP fue de 0 y 12.63+2.3 uM,
respectivamente (Figura 6B), y el de las muestras de PLP de pacientes con LIEBG,
LIEAG y CaCU fue de: 0 y 53.9+ 7.88; 52.1+1.3 y 202.9+13.10; y 143.2+7.01 y
401.3+22.7 uM, respectivamente (Figuras 6B). De manera interesante, la adicion de 5
mM de POM-I o APCP, disminuyé la capacidad de los PLP para hidrolizar ADP y AMP
en mas del 90% en todos los casos (Figura 6B).
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Figura 6. Adenosina generada por CD39 y CD73 en PLP. Alicuotas de 5ul de PLP de DN (barras
negras), pacientes con LIEBG (barras blancas), LIEAG (lineas diagonales) y CaCU (lineas horizontales)
fueron incubadas en presencia de 5mM de ADP o AMP (volumen total 50pul) y en presencia o ausencia
de POM-1 o APCP, inhibidores especificos de CD39 y CD73, respectivamente. A) La adenosina
producida por la hidrdlisis de los nucleotidos fue cuantificada después de 72h mediante cromatografia
liquida de alto rendimiento (UPLC), utilizando concentraciones estandar de Ado sintética (superior). Se
muestra una relacién lineal representativa entre la concentracion de Ado y la densidad optica (DO)
(inferior). B) Se muestra la cantidad de Ado producida durante la incubacion de los PLP con ADP
(superior) o AMP (inferior) y en presencia o ausencia de POM-1 o APCP, respectivamente. Las
diferencias en los contenidos de Ado fueron analizadas por una prueba de ANOVA de dos vias. *, indica
diferencias significativas (P<0.01); **, indica diferencias significativas (P<0.0001). Los datos representan
tres experimentos independientes.
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Deteccion de CD73 altamente glicosilada en plasmas libre de plaquetas de
donadoras normales y pacientes con lesidn intraepitelial de bajo grado, lesién
intraepitelial de alto grado y cancer cérvico-uterino

Se ha reportado que la secuencia de CD73 contiene cuatro motivos de N-glicosilacion y
que cambios en la glicosilacion en uno o mas de estos sitios puede alterar su actividad
AMPasa [33]. Para averiguar si la fuerte actividad hidrolitica de CD73 detectada en los
PLP de pacientes con LIEAG y CaCU se relacionaba con el grado de glicosilacion,
muestras de 3ul de PLP (Figura 7A) o de 20ng de CD73 contenidos en los PLP (Figura
7B) fueron analizadas por Western blot empleando anticuerpos anti-CD73. Dos bandas
con pesos aproximadamente de 70 kDa y 90 kDa fueron reveladas. De manera
interesante, la densidad de la banda de 90 kDa detectada en los PLP incremento en
relacion al grado de evolucion de la enfermedad (Figuras 7A y 7B). Cuando se
analizaron volumenes iguales de PLP, se encontré que la banda de 70 kDa mostro
mayor densidad en los PLP de pacientes con LIEAG y CaCU respecto a las de LIEBG
y DN (Figura 7A). Por otra parte, al utilizar la misma cantidad de CD73 (20ng), la
densidad de la banda de 70 kDa fue similar en las muestras de PIP, sin embargo, de
manera notable se detectd un mayor contenido de las bandas de 90 kDa en las
muestras de los pacientes con LIEBG, LIEAG y CaCU en relacién a las de DN (Figura
7B). Para averiguar si la banda de 90 kDa correspondia a una isoforma de CD73
altamente glicosilada, muestras de 20ng de CD73 contenido en los PLP fueron sujetas
a desglicosilacion utilizando las enzimas endoglicosidasa-H y N-glicanasa. La digestion
enzimatica de las muestras de PLP con estas enzimas, dio por resultado productos de
90, 85, 80 y 70 kDa a través del analisis por Western blot utilizando anticuerpos anti-
CD73 (Figura 7C). Las muestras de pacientes con CaCU mostraron bandas
correspondientes a estos 4 productos. Notoriamente las muestras de pacientes con
LIEAG y CaCU presentaron un producto de 85 kDa, el cual no fue detectado en las
muestras de pacientes con LIEBG y DN, mientras que un producto de 80 kDa fue
detectado en las muestras de LIEBG y DN (Figura 7C). Estos resultados sugieren que
la mayor capacidad hidrolitica de CD73 detectada en los PLP de pacientes con LIEAG
y CaCU pueda estar relacionada con un mayor contenido de una isoforma de CD73
altamente glicosilada.
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Figura 7. Deteccion de CD73 en PLP de DN y pacientes. Muestras de 3ul de PLP (A) o de 20ng de
CD73 contenidos en las PLP (B) de DN y de pacientes fueron analizadas por Western blot empleando
anticuerpos anti-CD73. La densidad de las bandas de 70 kDa (barras negras) y 90 kDa (barras blancas)
detectadas en las muestras de pacientes con LIEBG, LIEAG y CaCU relativa de las de DN (normalizadas
a un valor de 1) es mostrada. C) Muestras de 20ng de CD73 contenidos en los PLP fueron sujetas a
desglicosilacién utilizando las enzimas endoglicosidasa-H y N-glicanasa. La densidad de las bandas de
70 kDa (barras negras), 80 kDa (barras con lineas horizontales), 85 kDa (barras con diagonales) y 90
kDa (barras blancas) detectadas en las muestras de pacientes con LIEBG, LIEAG y CaCU relativa de las
de DN (normalizadas a un valor de 1) es mostrada. Un ensayo representativo de tres independientes es

mostrado.
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Por otra parte, con la finalidad de descartar si la banda de proteina de 90 kDa
detectada en mayor proporcidon en los plasmas de las pacientes con LIEAG y CaCU
correspondia a la proteina CD73 anclada a glicosilfosfatidilinositol (GPI), las muestras
de los diferentes plasmas fueron incubadas con fosfolipasa C especifica para
fosfatidilinositol (PI-PLC), la cual se sabe escinde la parte lipidica (GPI) de la
ectoenzima CD73 (89). Después del tratamiento con PI-PLC, todas las muestras
presentaron las bandas de 70 y 90 kDa, como previamente fue detectado (Figura 7B);
sin embargo, ademas de mantenerse un alto contenido de la banda de 90 kDa, también
se observé un incremento en el tamaio de la banda correspondiente a 70 kDa en las
muestras de pacientes con CaCU en relacion a la de DN, LIBG y LIAG (figura 8), lo
cual hace sugerir que ademas de la presencia de isoformas de CD73 altamente
glicosiladas, una cantidad importante de CD73 contenida en las muestras plasmaticas
de pacientes con CaCU con peso de 90 kDa esté asociada a GPI.
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Fig 8. Escision del GPI de la ectonucleotidasa CD73 de muestras plasmaticas de mujeres con diferentes
etapas de desarrollo de CaCU. Cantidades equivalentes de CD73 (20ng) fueron sometidas a la digestién
enzimatica con fosfolipasa C especifica para fosfatidilinositol (PI-PLC) y el producto de la digestion se
corrioé en un gel de acrilamida al 10%, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y
se incubaron con anticuerpo anti-CD73. Las bandas fueron analizadas por densitometria y los valores de
densidad relativa determinada por pixeles de cada banda son mostrados en graficos de barras.
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Analisis del contenido de TGF-B en plasmas sanguineos de donadoras normales
y de pacientes con lesidn intraepitelial de bajo grado, lesién intraepitelial de alto
grado y cancer cérvico-uterino. Ademas de su correlacion con los contenidos de
las las ectonucleotidasas CD39 y CD73

Se ha sugerido que TGF-f juega un papel importante en promover la infecciéon por VPH
y la supresion local en neoplasias asociadas a VPH (149). Asimismo, se ha reportado
que los niveles de TGF-3 incrementan con la gravedad de las lesiones cervicales y la
fuerte expresion de esta citocina se ha asociado con pobre sobrevida en pacientes con
CaCU (143, 160). Por otro lado, nosotros reportamos recientemente que en pacientes
con neoplasias cervicales de bajo grado e infeccidén persistente por AR-VPH, la mayor
expresion de CD73 en las células cervicales se asocid con mayores niveles
plasmaticos de TGF-3 en relacion a las de DN (49). Asimismo, reportamos que TGF-3
es importante para inducir y mantener la expresién de CD73 en las células tumorales
de CaCU (143). Por tanto, se procedié a analizar los niveles de esta citocina en los PLP
de pacientes con LIEBG, LIEAG, CaCU y compararla con los de DN. Nosotros
observamos que los pacientes con LIEAG y CaCU, quienes mostraron los mayores
contenidos de CD39 y CD73, también mostraron los niveles mas altos de TGF-B. El
promedio de la concentracién de TGF- contenida en los PLP de DN fue de 350+61
pg/ml, mientras que el de LIEBG, LIEAG y CaCU fue de 634+122, 749+155 y 9541152
pg/ml, respectivamente (Figura 9A). Ademas, nosotros encontramos una correlacion
positiva entre las concentraciones de TGF- con CD39 o con CD73, en los PLP de
pacientes con LIEBG, LIEAG y CaCU, r=0.4432/P<0.001(Figura 9C) y r=0.5786/
p<0.001(Figura 9E), respectivamente. Mientras que en los PLP de las DN fueron
r=0.2647/p<0.001 (Figura 9B) y r=0.2502/p<0.001 (Figura 9D), respectivamente.
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Figura 9. Contenido de TGF- en muestras de PLP de DN y pacientes con LIEBG, LIEAG y CaCU y su
correlacion con el contenido de CD39 y CD73. A) Se muestra el contenido de TGF-31 en muestras de
PLP derivadas de DN y de pacientes con LIEBG, LIEAG y CaCU. Los datos son representativos de tres
experimentos independientes, y se muestran los promedios + SEM. *, indica diferencia significativa
(p<0.05); **, indica diferencia significativa (p<0.001) en la concentracién de TGF-B1 relacionada con la de
los DN. La correlacion (r) entre los contenidos de TGF-f1 y CD39 o CD73 en los PLP de DN fue de
r=0.0228/p<0.001 (B) y r=0.314/p<0.001 (D), respectivamente. Mientras que para los pacientes con
LIEBG, LIEAG y CaCU, fue de r=0.4432/P<0.001(C) y r=0.5786/p<0.001 (E), respectivamente. Los
contenidos de TGF-B1 con CD39 o CD73 estan indicados en las muestras de PLP de DN (circulos
blancos), pacientes con LIEBG (diamantes blancos), LIEAG (diamantes blancos y negros) y CaCU
(diamantes negros).
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Discusion

En los ultimos 10 afios la investigacion en cancer ha establecido un enfoque especial
en el papel que juegan las ectoenzimas productoras de Ado, CD39 y CD73, sobre la
inmunomodulacion y la evasion de la respuesta inmune antitumoral. De hecho, la
inhibicion de la via adenosinérgica en el microambiente tumoral se ha propuesto como
una alternativa indispensable en la terapia oncolégica (151, 152). Sin embargo, existen
grandes lagunas en el conocimiento que impiden el desarrollo de terapias eficaces
basadas en Ado, como es la consideracion de rutas redundantes que controlan los
niveles de ATP y adenosina. En este sentido, conocer los contenidos y la actividad de
ectoenzimas circulantes en el torrente sanguineo de pacientes con cancer podrian ser
de utilidad como biomarcadores de la progresion de la enfermedad y para establecer
estrategias terapéuticas (153).

Nuestro grupo de trabajo reporté recientemente una mayor expresion de CD39 y CD73
en células obtenidas de muestras cervicales de pacientes con NIC-1 positivos a la
infeccidn por VPH-16, en comparacion con las células de muestras de pacientes con
NIC-1 negativos a VPH-16 y donadoras sanas, la cual correlacion6 con la presencia de
mayores contenidos de CD39 y CD73 soluble en moco cervical con capacidad para
producir Ado mediante la hidrélisis de ATP y AMP (49). No obstante, para conocer si la
actividad adenosinérgica se asocia con el grado de avance de la enfermedad, en este
estudio analizamos los contenidos y la actividad de CD39 y CD73 en muestras
plasmaticas de pacientes con LIEBG, LIEAG y CaCU, y los comparamos con aquellos
de DN. De manera interesante, encontramos que los contenidos de CD39 y CD73 en
las muestras plasmaticas incrementaron conforme el grado de avance de la
enfermedad. Los de pacientes con LIEAG y CaCU mostraron un contenido de CD39 de
2.3 y 2.2 veces mayor, respectivamente, que el de las DN; y un contenido de CD73 de
1.7 y 2.68 veces mayor, respectivamente, que el de las DN. Los contenidos de CD39 y
CD73 en las muestras plasmaticas de estas pacientes, se asociaron con alta capacidad
para generar Ado a partir de la hidrélisis de ADP y AMP. Notablemente, la actividad
ADPasa y AMPasa se redujo por la adicion de POM-1 y APCP, inhibidores especificos
de CD39 y CD73, respectivamente, sugiriendo que durante el desarrollo del CaCU se
promueve la alteracion del metabolismo de nucleétidos para generar niveles
incrementados de Ado circulante a través de la actividad de estas ectonucleotidasas.
La actividad ATPasa/ADPasa y AMPasa mediada por CD39 y CD73, respectivamente,
en fluidos corporales de pacientes con enfermedades inflamatorias y cancer, se ha
reportado recientemente (112, 113). En el contexto de cancer, la expresion y actividad
incrementada de CD39 y CD73, ya sea en tejidos y/o en fluidos bioldgicos, puede dar
lugar a altos niveles de Ado que suprimen potentemente la respuesta inmune
antitumoral mediada por células T promoviendo la progresion tumoral a través de la
estimulacién de ARs (154, 155). De hecho, recientemente se reportdé que los niveles
elevados de CD73 en suero en pacientes con melanoma metastasico disminuyeron la
efectividad de la inmunoterapia basada en nivolumab (117).
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El aumento en los niveles de CD73 soluble encontrado en muestras de pacientes con
LIEAG y CaCU en nuestro estudio, es consistente con estudios previos donde
reportaron incremento en la actividad hidrolitica de AMP en el plasma de pacientes con
cancer avanzado (89).

De manera interesante, la mayor actividad AMPasa encontrada en las muestras
plasmaticas de las pacientes con LIEAG y CaCU también se asocié con un alto
contenido de una proteina de 90 kDa altamente glicosilada, revelada por ensayos de
Western Blot utilizando anticuerpos anti-CD73. CD73 es una proteina que tiene cuatro
motivos consenso de N-glicosilacion: 53NAS, 311NSS, 333NYS y 403NGT, y cambios en la
glicosilacion en uno o mas de estos sitios puede alterar la actividad hidrolitica de CD73
debido a que tres de ellos (N311 / N333 /N403) se encuentran en el dominio catalitico
C-terminal de la molécula (156). Varios estudios han mostrado que en estados
patologicos la proteina CD73 puede sufrir cambios postraduccionales, generandose
diferentes isoformas con propiedades -cataliticamente distintas. Por ejemplo, el
incremento de la actividad AMPasa en distrofia muscular se ha asociado con mayor
contenido de una forma activa de CD73 de 72 kDa en relacion a una forma inactiva de
CD73 de 62 kDa (123). Por otro lado, en carcinoma hepatocelular se ha reportado que
la glicosilacion alterada de CD73 se asocia con actividad AMPasa atenuada, debido a
la mayor produccién de una isoforma con 50aa mas corta que la proteina completa
(126). Nosotros encontramos que la digestion enzimatica de las muestras plasmaticas
usando endoglicosidasa-H y N-glicanasa, dio por resultado productos de 90, 85, 80 y
70 kDa los cuales fueron observados principalmente en las muestras de pacientes con
LIEAG y CaCuU, sugiriendo que el mayor grado de glicosilacion de CD73 en los
plasmas de estos pacientes esté asociado con una mayor capacidad AMPasa. Ademas,
los altos contenidos de CD39 y de CD73 altamente glicosilada en las muestras
plasmaticas de estos pacientes, sugiere que ambas ectonucleotidasas actuan de
manera coordinada para generar un ambiente inmunosupresor a través de la
generacion de Ado, como se ha propuesto en otros tipos de cancer (118). Asimismo, se
sabe que CD73 esta anclada a la membrana plasmatica por un GPI y que puede ser
encontrada unida a la membrana como una forma sensible a la fosfolipasa C, unida a la
membrana de forma resistente a la fosforosa C y como una variante soluble a la
membrana que se deriva de la forma anclada a GPI (89). Nosotros investigamos si la
banda de proteina de 90 kDa detectada en mayor proporcion en los plasmas de las
pacientes con LIEAG y CaCU correspondia a la proteina CD73 anclada a GPI como la
CD73 soluble encontrada de placenta humana que contenia mioinositol, una parte del
anclaje GPI vinculado a la proteina después del desprendimiento (108). Al incubar las
muestras de los diferentes plasmas con PI-PLC para escindir la parte lipidica de la
ectoenzima CD73 encontramos que se observo un incremento notable en la banda de
CD73 correspondiente a 70 kDa en las muestras de pacientes con CaCU en relacién a
la de las DN, LIEBG y LIEAG lo cual podria sugerir que una importante cantidad de
CD73 contenida en las muestras plasmaticas de pacientes con CaCU con peso de 90
kDa esté asociada a GPI.
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No obstante, dado que la palmitoilacion de inositol resulta en la resistencia a la
hidrolisis por PI-PLC, seria interesante analizar en estudios posteriores si el sitio de
unién de CD73 con GPI pueda ser hidrolizado por otra enzima, tal como la fosfolipasa
D (157).

Se sabe que TGF-B aumenta los niveles de CD39 y CD73 en células T activadas y
células mieloides supresoras (142). La expresion de TGF-f1 en CaCU se ha
relacionado directamente con el grado de progresién de la enfermedad (49) y a la
expresion de oncogenes E6 y E7 de VPH de alto riesgo, los cuales inducen la
activacion del promotor de TGF-f1 humano mediante el reconocimiento de la
secuencia Sp1 (158). Nosotros previamente reportamos que células tumorales de
CaCuU infectadas con VPH de alto riesgo producen constitutivamente TGF-3, el cual es
importante para inducir y mantener la expresion de CD73. Asimismo, demostramos
que la Ado generada por la actividad enzimatica de CD73 indujo la produccion de TGF-
B en células tumorales interactuando con A2AR y A2BR, lo que sugiere una importante
conexién entre la via adenosinérgica y la produccion de TGF-B en células infectadas
con VPH (49). En este estudio encontramos un contenido significativamente mayor de
TGF-B en las muestras plasmaticas de pacientes con LIEBG, LIEAG y CaCU respecto
a las DN. De hecho, se observd una correlacion positiva entre los contenidos de TGF-f3
de estos pacientes con los contenidos de CD39 y CD73 detectados en las muestras
plasmaticas de estos pacientes. Ademas, observamos que los pacientes con LIEAG y
CaCU, quienes presentaron los mayores contenidos plasmaticos de TGF-B y de las
nucleotidasas CD39 y CD73, mostraron el mayor numero de parejas sexuales
(promedios 3.3 y 2.6) y embarazos (promedios 3.5 y 4.2), que las donadoras DN, cuyos
promedios fueron 2.2 y 1.1, respectivamente. Es importante mencionar que también se
observd alta correlacién el numero de parejas sexuales y CD39 y el numero de
embarazos con la expresiéon de CD39 y CD73 en los pacientes con LIEBG, LIEAG y
CaCU (Tabla 4). Lo cual concuerda con reportes previos en donde se establece que
una gran cantidad de parejas sexuales y embarazos son los principales factores de
riesgo asociados con la infeccidon persistente por VPH de alto riesgo y el desarrollo de
displasia cervical y CaCU (159, 160).

TABLA 4. Analisis de correlaci6n de los datos clinicos de DN y pacientes con SIL con los contenidos plasmaticos de CD39 y CD73

Nucleotidasa Donadoras normales Pacientes con SIL
Edad (afios) Numero de Numero de | Edad (afios) Numero de Numero de | Valores
parejas embarazos parejas embarazos dep
sexuales sexuales
CD39 -0.06017 -0.2257 0.0721 0.1308 *0.3312 ®0.3512 a<0.0201
b<0.0134
CD73 0.3028 0.2277 0.2284 “0.5868 0.1542 40.6387 ¢<0.0001
d<0.0001

Se muestran los valores r de Pearson.

Por tanto, los resultados obtenidos en este estudio sugieren que la produccion de TGF-
B , asociada con la infeccion persistente por VPH-AR, pueden ser factores importantes
para inducir y mantener la expresion de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 durante el
desarrollo del CaCU.
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Considerando el papel importante que tiene la via adenosinérgica en la supresion de
la respuesta inmune antitumoral a través de la generacién de Ado, y que la presencia
de altas concentraciones de nucledtidos extracelulares en el microambiente tumoral de
CaCU parecen interferir en la regulacion, proliferacion, diferenciacién y apoptosis de
células cancerosas del cuello uterino (50), entonces, la determinacién de los contenidos
y de la actividad de CD39 y CD73 en plasmas de pacientes con CaCU podria ser una
herramienta valiosa como biomarcador de progresion de la enfermedad y para dirigir
la eleccion del tratamiento clinico en estos pacientes.
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Conclusion

En este estudio, damos evidencia, por primera vez, que los contenidos de las
ectoenucleotidasas CD39 y CD73 solubles en PLP de pacientes con diferentes etapas
del desarrollo de CaCU correlacionaron positivamente con la progresion de la
enfermedad y se asocian con mayor capacidad para generar Ado a partir de la hidrdlisis
de ADP y AMP. Ademas la mayor actividad AMPasa encontrada en los PLP de las
pacientes con LIEAG y CaCU se asoci6 con un alto contenido de una isoforma
de CD73 altamente glicosilada de 90 kDa. En adicion, los niveles de TGF- en los PLP
de pacientes con LIEBG, LIEAG y CaCU fueron significativamente mayores a los de
DN, y mostraron una correlacion positiva con los contenidos de CD39 y CD73. Estos
resultados sugieren que la produccién de TGF-3, asociada con la infeccion persistente
por HR-HPV, la cual esta presente en mas del 99% de los casos de CaCU son factores
que promueven la expresiéon de CD39 y CD73 para favorecer la progresion del CaCU
a través de la generacion de Ado.
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Perspectivas

* Incrementar el numero de muestras de PLP de pacientes con las diferentes etapas
del desarrollo del CaCU para poder considerar las ectoenzimas CD39 y CD73 como
marcadores moleculares predictivos de severidad en la historia natural del CaCU.

* Determinar si la perdida de glicosilacion de la isoforma de CD73 de 90 kDa conduce
a una perdida de actividad enzimatica

* Clarificar el patron de glicosilacion de CD73 plasmatica con glicanasas especificas en
las diferentes etapas del desarrollo del CaCU

* Incrementar el numero de muestras de PLP de pacientes con las diferentes etapas
del desarrollo del CaCU para corroborar la correlacién con los contenidos plasma
ticos de CD39 y CD73

* Dilucidar el origen de CD39 y CD73 en plasma sanguineo de pacientes en etapas
avanzadas
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Persistent infection with high-risk human papillomavirus (HR-HPV) is the main factor in the development of cervical cancer (CC).
The presence of immunosuppressive factors plays an important role in the development of this type of cancer. To determine
whether CD39 and CD73, which participate in the production of immunosuppressive adenosine (Ado), are involved in the
progression of CC, we compared the concentrations and hydrolytic activity of these ectonucleotidases in platelet-free plasma
(PFP) samples between patients with low-grade squamous intraepithelial lesions (LSILs) (n=18), high-grade squamous
intraepithelial lesions (HSILs) (n = 12), and CC (n = 19) and normal donors (NDs) (n = 15). The concentrations of CD39 and
CD73 in PFP increased with disease progression (r=0.5929, p < 0.001). The PFP of patients with HSILs or CC showed the
highest concentrations of CD39 (2.3 and 2.2 times that of the NDs, respectively) and CD73 (1.7 and 2.68 times that of the NDs,
respectively), which were associated with a high capacity to generate Ado from the hydrolysis of adenosine diphosphate (ADP)
and adenosine monophosphate (AMP). The addition of POM-1 and APCP, specific inhibitors of CD39 and CD73, respectively,
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inhibited the ADPase and AMPase activity of PFP by more than 90%. A high level of the 90 kD isoform of CD73 was detected in the
PFP of patients with HSILs or CC. Digestion with endoglycosidase H and N-glycanase generated CD73 with weights of
approximately 90 kD, 85kD, 80kD, and 70kD. In addition, the levels of transforming grow factor-f (TGF-p) in the PFPs of
patients with LSIL, HSIL and CC positively correlated with those of CD39 (r=0.4432, p <0.001) and CD73 (r=0.5786,
P <0.001). These results suggest that persistent infection by HR-HPV and the concomitant production of TGF-f promote the
expression of CD39 and CD73 to favor CC progression through Ado generation.

1. Introduction

Cervical cancer (CC) is the fourth most common type of
cancer in women and represents a major public health prob-
lem worldwide because more than 500,000 new cases and
approximately 250,000 deaths are reported each year, more
than 80% of which occur in developing countries [1]. Persis-
tent infection by high-risk human papillomavirus (HR-HPV)
is the main factor in the development of low-grade squamous
intraepithelial lesions (LSILs), which can progress to high-
grade lesions (HSILs) and eventually to CC [2]. To date,
more than 200 HPV genotypes have been identified, and
HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39,
HPV-45, HPV-51, HPV-52, HPV-56, and HPV-58, which
are considered HR-HPVs, are associated with anogenital
cancer (3, 4]. Although the immune response against HPV
antigens eliminates most infections and precursor lesions,
some women exposed to HR-HPV will develop cancer, sug-
gesting that other risk factors may be involved [5]. A growing
number of studies have suggested that immunoregulation
may play an important role in the development of CC.
Recently, the adenosinergic pathway has been proposed to
play animportant role in essential signaling related to tumor
growth, immunosuppression, and metastasis in cancer [6, 7].
In this pathway, the nucleotides adenosine triphosphate
(ATP) and adenosine diphosphate (ADP) increase to high
concentrations greater than 50 4uM in response to stress sig-
nals, such as hypoxia, damage, and inflammation in the
tumor microenvironment (TME), and are hydrolyzed by
the ectoenzyme CD39 (ectonucleoside triphosphate dipho-
sphohydrolase-1, ENTPDI; EC 3.6.1.5) to AMP and
subsequently to adenosine (Ado) by the activity of 5'-ecto-
nucleotidase (CD73, EC 3.1.3.5) [8, 9]. Most Ado extracellu-
lar signaling activities are mediated by four receptor subtypes
(adenosine receptors (ARs): A1R, A2AR, A2BR, and A3R)
coupled to G proteins in the target cell membrane [10, 11].
In the TME, high concentrations of Ado (10-100 uM) are
generated through adenosinergic activity and exert impor-
tant effects on the host, such as an immunosuppressive effect
on CD8" cytotoxic T lymphocytes (CTLs), NK cells, B cells,
and dendritic cells by interacting with the high-affinity
A2AR [12]. In addition, Ado can promote tumor growth by
inducing the proliferation, invasion, and metastasis of tumor
cells, mainly through its interaction with AIR, A2AR, and
A2BR [13]. Upregulation of CD39 and CD73 in several types
of tumors has been associated with a poor clinical prognosis
[14, 15]. In addition, extracellular vesicles derived from squa-
mous cell carcinoma of the head and neck [16], prostate can-
cer [17], neuroblastoma [18], and other types of neoplastic
cells [19, 20] can generate an immunosuppressive environ-
ment through the generation of Ado from ATP hydrolysis.

Likewise, the presence of high levels of CD73 in the plasma
of cancer patients has been correlated with advanced stages
of the disease [21-24], suggesting that extracellular adenosi-
nergic activity may play an important role in the pathophys-
iology of cancer.

Recently, we provided evidence that cells obtained from
cervical samples of patients with low-grade intraepithelial
neoplasms (CINI) positive for HPV-16 showed higher con-
centrations of CD39 and CD73 than cells from samples of
patients with CINI negative for HPV-16 and from normal
donors (NDs). The solubilized cervical mucus of these
patients also showed higher concentrations of soluble CD39
and CD?73, which was associated with a greater capacity to
produce Ado through the hydrolysis of ATP and AMP [25].

To determine whether CD39 and CD73 are involved in
the development of CC, we analyzed the concentrations
and hydrolytic activity of these ectonudeotidases in plasma
samples from patients with LSILs, HSILs, or CC. For compar-
ison, ND plasma samples were also analyzed.

2. Methods

2.1. Biological Material. Biological samples were obtained
from women who attended early detection programs at the
Gynecology and Obstetrics Hospital No. 4 of the Mexican
Social Security Institute (Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS)), the gynecology service of the Oncology Hospital of
CMN SXXI of the IMSS, Mexico City, Mexico, and the West-
ern National Medical Center (CMNO-IMSS) in Guadalajara,
Jalisco, Mexico, between April 2016 and May 2018 after
signing the informed consent form endorsed by the local
bioethics committee. Women without cervical lesions were
diagnosed by conventional cytology (Papanicolaou stain)
and colposcopy. In cases of precancerous lesions or CC, the
diagnosis was confirmed by histopathology. The cytologies
and biopsies were analyzed by the pathologists of each clinic
and were classified according to the Bethesda System 2001
[26] as follows: negative for intraepithelial lesion or malig-
nancy (NILM); cervical intraepithelial neoplasia grades I, II,
and IIT (CINI, CINII, and CINIII, respectively); and invasive
CC. To analyze the data, the lesions were grouped according
to the classification of the squamous intraepithelial lesion
(SIL), either low-grade SIL (LSIL, corresponding to the
histological dassification of CINI) or high-grade SIL (HSIL,
corresponding to the histological classification of CINII and
CINIII). Samples diagnosed as CC constituted the last group.

Cervical samples from women diagnosed with NILM
were collected during gynecological examinations with a
cytobrush (Cytobrush®, STERYLMEDICAL Co., Yangon,
Myanmar) and then placed in transport medium (PreservCyt
Solution; Hologic, Bedford, MA) to be stored at 4°C until
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DNA extraction. The samples were analyzed by conventional
single-round polymerase chain reaction (PCR) to rule out the
presence of HPV using the MY09/MY11 primers [27];
women who were consistently negative in dinical and molec-
ular tests were considered NDs. As a positive control, DNA
from the HeLa cell line (HPV-18") was used as previously
reported [28].

The cervical samples of women diagnosed with SILs or
CC were subjected to molecular analysis by PCR using the
LINEAR ARRAY® HPV kit (Roche Diagnostics, CA, USA)
for genotyping of the 37 main types of HPV that infect the
anogenital region (HPV-6, HPV-11, HPV-16, HPV-18,
HPV-26, HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39, HPV-40,
HPV-42, HPV-45, HPV-51, HPV-52, HPV-53, HPV-54,
HPV-55 (HPV-44 subtype), HPV-56, HPV-58, HPV-59,
HPV-61, HPV-62, HPV-64 (HPV-34 subtype), HPV-66,
HPV-67, HPV-68, HPV-69, HPV-70, HPV-71, HPV-72,
HPV-73 (MM9), HPV-81, HPV-82 (MM4), HPV-83
(MM?7), HPV-84 (MMS8), IS39 (HPV-84 variant), and
HPV-89 (CP6108)). In each sample, the human beta-globin
gene was amplified as an internal control. After the hybridi-
zation reaction, the strips were visually read against a refer-
ence guide. All procedures followed the manufacturer’s
instructions.

The peripheral blood samples used in this study were
obtained from 15 NDs, 18 patients with LSILs, 12 patients
with HSILs, and 19 patients with CC (Tables 1 and 2). The
samples were collected in vacutainer tubes with an ACD anti-
coagulant (Becton Dickinson, USA) and centrifuged at 385
x g for 10 min to isolate the plasma. The blood plasma was
centrifuged at 2422 x g for 10 min at 4°C to separate platelets
as previously reported [29]. Soluble CD39 and CD73 were
quantified in platelet-free plasma (PFP).

2.2, Detection and Quantification of Soluble CD39 and CD73
in PFP. CD39 and CD73 were detected in PFP by the
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The data
were interpolated in type curves using different concentra-
tions (1-35ng/ml) of human recombinant enzymes (rhCD39
and rhCD73, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) diluted
in phosphate-buffered saline (PBS). PFP was diluted with
PBS, and CD39 was detected in PFP diluted to 1:40,000
and CD73 to 1:25,000. Samples of 100yl of the different
dilutions were placed in triplicate in 96-well flat-bottomed
ELISA/radioimmunoassay plates (Corning Inc., USA). The
plates were incubated for 1h at 37°C and then overnight at
4°C. The plates were washed with a washing solution (PBS
0.1% Tween-20) and then incubated with a blocking solution
(2% BSA w/v in PBS 0.1% Tween-20) for 2h at 37°C. After
washing, an anti-CD39 or anti-CD73 antibody (Novus Bio-
logicals, USA) was added at a 1:1000 dilution in blocking
solution and incubated for 2h at 37°C. The plates were
washed six times and incubated with the secondary goat
anti-mouse or anti-rabbit IgG bound to alkaline phosphatase
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) in a 1:500
dilution in blocking solution and incubated for 2h at 37°C.
After eight washes, the substrate for alkaline phosphatase
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) diluted in diethanola-
mine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was added to

3
TasLE 1: Clinical data of normal donors.
Saenr::sl HPV Age Number of ~ Number .of
number genotypes (years) sexual partners pregnancies
1 - 32 2 2
2 — 31 4 0
3 — 27 2 1
4 — 28 1 1
5 — 37 2 2
6 — 28 3 0
7 - 32 2 1
8 — 26 1 0
9 — 41 3 3
10 e 25 4 0
11 — 31 2 0
12 — 22 1 0
13 — 29 2 0
14 - 41 3 2
15 — 39 2 3
Averages — 312 226 1

10% (pH9.8). Finally, the reading was performed at a
wavelength of 405nm in an ELISA plate reader.

2.3. Hydrolytic Activity of Soluble CD39 and CD73. To deter-
mine the hydrolytic activity of CD39 and CD73 ectonucleoti-
dases contained in the PFP, 5ul of each PFP sample was
incubated in the presence of ADP or AMP at a final concen-
tration of 5mM. After 72h of incubation, Ado production
was evaluated. To inhibit the enzymatic activity of CD39
and CD73, the specific inhibitors polyoxotungstate sodium
(POM-1, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and adenosine
5'-(a,B-methylene) diphosphate (APCP, Sigma-Aldrich),
respectively, were used at a final concentration of 5mM, as
previously described [30]. The total volume of each reaction
was 100 yl. The amount of Ado produced by each sample
incubated with ATP or AMP was evaluated through ultra-
high-performance liquid chromatography (UPLC) after
applying 25 ul of each reaction to a chromatograph (UPLC
Acquity, Waters Corporation, Milford, MA, USA) using a
mobile phase composed of 0.5% acetonitrile, 5% methanol,
and 94.5% sodium acetate (0.25 M and pH 6.3). Before read-
ing, the samples were filtered through 3000 D Amicon filters
(Millipore Corporation, USA). A standard Ado curve was
prepared in Empower 3 (Waters Corporation, Milford, MA,
USA) to evaluate the Ado concentrations in the different
samples.

2.4. Quantification of TGF-f1. To quantify the TGF-f1 in
PFP samples, the Quantikine human TGF-B1 ELISA kit
(R&D Systems) was used according to the manufacturer’s
protocol.

2.5. Western Blot. To analyze the presence of CD73, samples

of 3 ul of each PFP or 20ng of CD73 contained in the PFP
(based on the thCD73 type curve) were treated with Laemmli
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TasLE 2: Clinical data of patients with different cervical squamous
cell abnormalities.
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TasLE 2: Continued.

scainn;cleal HPV Age Number of Number of
number genotypes (years) sexual partners pregnancies
8 39, 68 53 2 >
9 16 45 4 4
10 16, 18 38 3 5
11 16 46 3 6
12 45 40 2 5
13 45,72 42 2 6
14 16, 62 52 2 4
15 16, 18,52 51 3 3
16 16 35 2 4
17 18, 45 49 3 3
18 16 55 2 5
19 16,52 50 3 4
Averages — 4768 2.68 42

f;::;::l HPV Age Number of ~ Number -of
number genotypes (years) sexual partners pregnancies
LSIL
16,58, 61 36 2 1
2 53 29 2
3 e 43 3 2
4 33,71 32 3 2
5 16, 54 25 3 3
6 67 39 3 3
7 16 28 4 2
8 16, 33 43 2 4
9 66 27 3 2
10 73,83 28 2 2
11 84 29 3 2
12 89 31 1 2
13 59,66,73 21 2 1
14 59 34 2 1
40,52, 53,
15 66. 70 24 2 1
16 53 40 2
17 83 41 1
18 16 40 2 1
Averages — 327 2.44 1.88
HSIL
1 16 36 5 3
2 51,52 29 3 4
3 45,33 37 4 3
4 16 42 2 4
5 56, 66 44 3 2
6 16, 39 41 3 5
7 18 39 4 3
8 16 46 2 5
9 16, 45 33 3 2
10 18, 3;;’ 45, 27 3 4
11 18, 53 30 4
12 16 34 4 3
Averages - 36.5 33 35
SCC
1 45, 84 42 3 4
2 33 53 2 3
3 16 39 4 4
4 16 49 2 5
5 16, 52 57 2 6
6 31 48 4 3
69,71,81,
7 34 62 3 4

buffer and analyzed by 10% sodium dodecyl sulfate- (SDS-)
polyacrylamide gel electrophoresis. Proteins were transferred
to a nitrocellulose membrane (Amersham Protran, 0.2 ym),
which was incubated with blocking solution (TBS 0.1%
Tween-20 and 5% BSA) for 60 min at room temperature.
The membrane was washed twice with washing solution
(TBS 0.1% Tween-20) and then incubated with anti-CD73
(Novus Biologicals, USA) at a 1:1000 dilution in blocking
solution overnight at 5°C. After five washes, the membrane
was incubated with the secondary antibody (HRP goat anti-
rabbit) at a 1:1500 dilution with blocking solution for 1h.
After five washes, the presence of CD73 in the membrane
was revealed in ChemiDoc (Life Science Research Bio-Rad,
USA) using the Chemiluminescent Peroxidase Substrate
(Sigma-Aldrich, USA).

2.6. Enzymatic Deglycosylation. To deglycosylate CD73
contained in PFP samples, these samples were incubated for
5min at 37°C in the presence of 1.5ul of a denaturing
solution (1M B-mercaptoethanol and 2% SDS). Next, the
endoglycanase H (Genzyme, Co., USA) and N-glycanase
(Genzyme, Co., USA) enzymes were added to a final concen-
tration of 0.05 U/ml and incubated for 18 h at 37°C. Last, the
products of enzymatic digestion were analyzed by Western
blot using the anti-CD73 antibody as described above.

2.7. Statistical Analysis. All numerical data are presented as
the mean value + standard error of the mean (SEM) of three
independent experiments. The comparisons and correlations
were evaluated by multivariate statistical analysis with
GraphPad Prism version 7 (La Jolla, CA, USA).

3. Results

3.1. Characteristics of the Participants. The present study was
carried out with 64 cervical and peripheral blood samples
from women who attended early cancer detection programs
at the Gynecology and Obstetrics Hospital No. 4 of the IMSS
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TasLE 3: Correlations between clinical data of NDs and patients with different cervical squamous cell abnormalities.

- Patients
The clinical data NE LSIL HSIL scC p values
a<0.03 vs. ND
a bed b <0.0001 vs. ND
Age (years) 31.26 £ 5.86 32.77 + 6.94 36.5+6.11 47.68 + 7.08 < 0.0001 vs. LSIL
d < 0.0001 vs. HSIL
e <0.006 vs. ND
Number of sexual partners 2.26 £ 0.96 244407 3.3+ 0.88% 2.6+ 0.75 f <0.005 vs. LSIL
g<0.03 vs. HSIL
h <0.01 vs. ND
i< 0.0001 vs. ND
Number of pregnancies 1.134£0.2 1.88 +0.83" 3.5+1" 42+ 1.1¢ j <0.0001 vs. LSIL

k <0.0001 vs. ND
1<0.001 vs. LSIL

ND: normal donor; LSIL: low-grade squamous intraepithelial lesion; HSIL: high-grade squamous intraepithelial lesion; SCC: squamous cell carcinoma. p values

were calculated using the Wilcoxon signed-rank test and Student’s ¢-test.

and the gynecology service of the Oncology Hospital of CMN
SXXI of the IMSS, Mexico City, Mexico, and the Western
National Medical Center (CMNO-IMSS) in Guadalajara,
Jalisco, Mexico. According to the cytological and histopatho-
logical analysis, 15 samples came from ND women (Table 1),
18 LSIL patients, 12 HSIL patients, and 19 CC patients
(Table 2). All samples and clinical data of the participants
were taken after obtaining informed consent according to
ethical requirements and confidentiality related to the
sampling of humans in the institutions involved.

To rule out the presence of HPV infection in the samples
of NILM women, DN A was obtained from the cervical sam-
ples for molecular analysis by PCR using the consensus oligo-
nucleotides MY09 and MY11, which amplify a conserved
fragment of 450bp of the gene coding the L1 protein of the
different HPV genotypes. As a positive control, DNA from
the HeLa cell line (HPV-18") was used (Supplementary
Figure 1). Nineteen cervical samples from NILM women
were analyzed, 15 of which were negative for HPV infection
and were included in the study as ND samples. The average
age of the NDs was 31.2 (range 22-41) years (Table 1), that
of women with LSILs was 32.7 (range 21-43) years, that of
women with HSILs was 36.5 (range 27-46) years, and that
of women with CC was 47.68 (range 35-62) years (Table 2).
The average numbers of sexual partners and pregnancies in
the ND group were 2.26 (range 1-4) and 1 (range 0-3),
respectively (Table 1). In patients with LSILs, the average
numbers were 244 (range 1-4) and 1.88 (range 1-4),
respectively; in patients with HSILs, the average numbers
were 3.3 (range 2-5) and 3.5 (range 2-5), respectively; and
in patients with CC, the average numbers were 2.68 (range
2-4) and 4.2 (range 3-6), respectively (Table 2). All cervical
samples from patients with SILs were positive for HR-HPV.
The most frequent genotypes were HPV-16 (22/49, 44%),
HPV-45 and HPV-52 (7/49, 14%), HPV-18 and HPV-33
(6/49, 12%), and HPV-53 (3/49, 6%) (Table 2). Likewise,
25/49 patients had coinfection with two or more HPV
genotypes, 8/18 (44.4%) of which were in patients with
LSILs, 7/12 (58%) were in patients with HSILs, and 10/19

(52.6%) were in patients with CC. Patients with HSILs or
CC also reported significantly greater numbers of sexual
partners (averages of 3.3 and 26, respectively) and
pregnancies (3.5 and 4.2, respectively) than NDs, whose
averages were 2.26 and 1.13, respectively (Table 3).

3.2. PFP Samples from Patients with HSILs or CC Are High in
Soluble CD39 and CD73. To measure soluble CD39 and
CD73 in the PFP, rhCD39 curves (Figure 1(a)) and rhCD73
curves (Figure 1(c)) were established using concentrations
of 5-30 ng/ml of each recombinant protein. To detect CD39
and CD73, the PFP of the NDs and of the women with LSILs,
HSILs, or CC were diluted with PBS at ratios of 1:40,000 and
1:25,000, respectively. The amounts of soluble CD39 and
CD73 in the PFP increased according to the degree of disease
progression. Patients with LSILs, HSILs, and CC showed sig-
nificantly more CD39 (averages, 6459 + 1232 ng/ml, 8333 +
1440 ng/ml, and 7728 + 1198 ng/ml, respectively) than the
NDs, whose average was 3839 + 824ng/ml (Figure 1(b)).
The CD39 concentration in the PFP of patients with HSILs
or CC, who showed the highest CD39, was 2.3 and 2.2 times
that of the ND group, respectively (Figure 1(b)). Patients
with LSILs, HSILs, or CC also showed significantly higher
amounts of CD73 in the PFP (averages, 2638 + 630 ng/ml,
3181 + 863 ng/ml, and 5053 + 396 ng/ml, respectively) than
NDs who showed an average of 1880+ 228ng/ml
(Figure 1(d)). The CD73 concentration in the PFP of patients
with HSILs or CC, who showed the highest CD73, was 1.7
and 2.68 times that of the ND group, respectively
(Figure 1(d)). Unlike NDs, who showed a low correlation
between the levels of CD39 and CD73 in PFP (r=0.1104,
p<0.001) (Figure 2(a)), the LSIL, HSIL, and CC groups
had a positive correlation between the concentrations of
these ectonucleotidases in PFP (r=0.5929, p <0.001)
(Figure 2(b)).

3.3. PFP Samples from Patients with HSILs and CC Show a
High Capacity to Generate Ado through Hydrolysis of ADP
and AMP. To analyze the hydrolytic activity of the CD39
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Figure 1: CD39 and CD73 concentrations in PFP samples from NDs and patients with LSILs, HSILs, or CC. The type curves for soluble CD39
and CD73 were established by ELISA using different concentrations (5-30 ng/ml) of human recombinant proteins CD39 (rhCD39) (a) and
CD73 (rhCD73) (c), whose correlations with absorbance (optical density) were r=10.9925 (p<0.001) and r=0.9952 (p<0.001),
respectively. For the detection of CD39 and CD73, the PFP samples of the NDs and women with LSILs, HSILs, or CC were diluted with
PBS at ratios of 1:40,000 and 1:25,000, respectively. The data are representative of three independent experiments. The means + SEMs of
the concentrations of soluble CD39 (b) and CD73 (d) detected in the PFP of the NDs and patients with LSILs, HSILs, or CC are shown.
Significant differences are indicated by * (p < 0.05), ** (p < 0.001), and **x* (p < 0.0001). ns: not significant.

and CD73 ectonucleotidases contained in the PFP samples
from NDs and patients with LSILs, HSILs, or CC, samples
of 5ul of each PFP were incubated in the presence of 5 mM
ADP or AMP (total volume 100l) and in the presence or
absence of POM-1 or APCP, specific inhibitors of CD39
and CD73, respectively. Aliquots of each reaction were taken
at the beginning and after 72 h of incubation to evaluate Ado
production through UPLC. Using different concentrations
(0.1-10uM) of synthetic Ado as reference standards
(Figure 3(a)), we found that the PFP derived from patients
with HSIL or CC generated significantly higher amounts of
Ado than the PFP of NDs or LSIL patients. The average
Ado concentration produced by the ND PFP when incubated
in the presence of ADP or AMP was 0 or 12.63 + 2.3 uM,
respectively (Figure 3(b)), and that of the patient groups
was 0 or 53.9+7.88 (LSIL), 52.1 £1.3 or 2029+ 13.10
(HSIL), and 143.2+7.01 or 401.3 +22.7 uM (CC), respec-

tively (Figure 3(b)). Interestingly, the addition of 5mM
POM-I or APCP decreased the ability of PFP to hydrolyze
ADP and AMP by more than 90% in all cases (Figure 3(b)).

3.4. The PFP of Patients with HSILs or CC Contains Highly
Glycosylated CD73. CD73 has four N-glycosylation motifs,
and changes in glycosylation at one or more of these sites
can alter its AMPase activity [31]. To determine whether
the strong hydrolytic activity of CD73 detected in the PFP
of patients with HSILs or CC was related to the degree of gly-
cosylation, samples of 3 yl of PFP (Figure 4(a)) or 20ng of
CD?73 contained in the PFP (Figure 4(b)) were analyzed by
Western blot using anti-CD73 antibodies. Two bands with
weights of 70kD and 90kD approximately were revealed.
Interestingly, the density of the 90kD band detected in the
PFP increased with disease progression (Figures 4(a) and
4(b)). Likewise, the 70kD band showed higher density in
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Frgure 2: Correlations between the concentrations of CD39 and CD73 in the PFP of NDs and in the PFP of patients (LSILs, HSILs, and CC
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diamonds) (b) (r=0.5929, p < 0.001).

the PFP of patients with HSILs or CC than in that of the LSIL
or ND groups when equal volumes of PFP were analyzed
(Figure 4(a)). On the other hand, when using the same
amount of CD73 (20 ng), the density of the 70 kD band was
similar between the PFP samples. However, a greater density
of the 90 kD band was noted in the samples of the patients
with LSILs, HSILs, or CC than in the ND samples
(Figure 4(b)). To determine whether the 90 kD band corre-
sponded to a highly glycosylated CD73 isoform, 20ng
samples of CD73 contained in the PFP were subjected to
deglycosylation using the endoglycosidase H and N-
glycanase enzymes. Enzymatic digestion of PFP samples with
these enzymes resulted in products of approximately 90, 85,
80, and 70 kD according to Western blot analysis with the
anti-CD73 antibody (Figure 4(c)). Samples from patients
with CC showed bands corresponding to these four products.
Notably, the samples of patients with HSILs and CC pre-
sented an 85kD product, which was not detected in the sam-
ples of patients with LSILs or NDs, while an 80kD product
was detected in the samples of LSIL patients and NDs
(Figure 4(c)). These results suggest that the greater hydrolytic
capacity of CD73 detected in the PFP of patients with HSILs
or CC may be related to a higher concentration of a highly
glycosylated CD73 isoform.

3.5. The PFP of Patients with HSILs or CC Has Higher TGF-3
than the PFP of Patients with LSILs and NDs. TGF-f plays an

important role in promoting HPV infection and local sup-
pression in HPV-associated neoplasms [32]. Likewise, the
levels of TGF-f increase with the severity of cervical lesions,
and the strong expression of this cytokine has been associated
with poor survival in patients with CC [33, 34]. On the other
hand, we recently reported that in patients with low-grade
cervical neoplasms and persistent infection by HR-HPV,
the highest level of expression of CD73 in cervical cells was
associated with higher plasma TGF-f in relation to that
found in NDs [25]. Likewise, we reported that TGF-f is
important in inducing and maintaining the expression of
CD73 in CC tumor cells [35]. Therefore, we proceeded to
analyze the levels of this cytokine in the PFP of patients with
LSILs, HSILs, or CC and compare these values with the ND
value. We observed that patients with HSILs and CC, who
showed the highest levels of CD39 and CD73, also showed
the highest levels of TGF-p. The average concentration of
TGF-f contained in the ND PFP was 350 + 61 pg/ml, while
that of LSIL, HSIL, and CC was 634 + 122, 749 + 155, and
954 + 152 pg/ml, respectively (Figure 5(a)). In addition, we
found a positive correlation between the concentrations of
TGE-f with CD39 or CD73, in the PFP of patients with LSIL,
HSIL, or CC (r=0.4432, p<0.001 (Figure 5(c)) and r=
0.5786, p < 0.001 (Figure 5(e)), respectively). In the PFP of
the ND groups, the correlations were r =0.2647 (p < 0.001)
(Figure 5(b)) and r=0.2502 (p<0.001) (Figure 5(d)),
respectively.
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F1GuRe 3: Catalytic activity of CD39 and CD73 in PFP of NDs and patients with LSILs, HSILs, or CC. Aliquots of 5 4l of PFP from NDs (black
bars), patients with LSILs (white bars), patients with HSILs (diagonal lines), and patients with CC (horizontal lines) were incubated in the
presence of 5 mM ADP or AMP (total volume 100 ul) and in the presence or absence of POM-1 or APCP, specific inhibitors of CD39 and
CD73, respectively. (a) The Ado produced by hydrolysis of the nucleotides was quantified after 72h by UPLC using standard
concentrations of synthetic Ado (upper). A representative linear relationship between the Ado concentration and the optical density is
shown (lower). (b) The amount of Ado produced during the incubation of PFP with ADP (upper) or AMP (lower) and in the presence or
absence of POM-1 or APCP is shown. Differences in Ado concentrations were analyzed by two-way ANOVA. "p <0.01, **p <0.0001. The
data represent three independent experiments.
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shown. (c) Twenty-nanogram samples of CD73 contained in PFP were subjected to deglycosylation using the enzymes endoglycosidase H and
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bands detected in the LSIL, HSIL, and CC samples relative to the ND samples (set to 1) are shown. MW: molecular weight. A representative

test of three independent tests is shown.

4. Discussion

In the last 10 years, cancer research has especially focused on
the role played by Ado-, CD39-, and CD73-producing
ectoenzymes in immunomodulation and evasion of the
antitumor immune response. In fact, inhibition of the adeno-
sinergic pathway in the tumor microenvironment has been
proposed as an indispensable alternative in oncological ther-
apy [36, 37]. However, large gaps in knowledge prevent the
development of effective Ado-based therapies, such as the
roles of redundant pathways that control ATP and Ado

levels. Thus, the concentrations and activity of circulating
ectoenzymes in the bloodstream of cancer patients may be
useful as biomarkers of disease progression and to devise
therapeutic strategies [38].

Our working group recently reported higher expression
levels of CD39 and CD73 in cells obtained from cervical sam-
ples of patients with CINI positive for HPV-16 than in cells
from HPV-16-negative samples and ND samples, which cor-
related with the presence of higher levels of CD39 and soluble
CD73 in cervical mucus with the capacity to produce Ado
through hydrolysis of ATP and AMP [25]. However, to
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Figure 5: TGF-f concentrations in PFP samples from NDs and patients with LSILs, HSILs, or CC and their correlations with the
concentrations of CD39 and CD73. (a) The TGF-f1 content is shown in PFP samples taken from NDs and patients with LSILs, HSILs, or
CC. The data are representative of three independent experiments, and the means + SEMs are shown. *p <0.05, **p <0.001 for the
concentration of TGF-pB1 in a patient group relative to the ND group. The correlations (r) between the levels of TGF-f1 and CD39 or
CD73 in the PFP of NDs were r =0.2647 (p <0.001) (b) and r =0.2502 (p <0.001) (d), respectively. For patients with LSILs, HSILs, or
CC, the correlations were r=0.4432 (p <0.001) (c) and r=10.5786 (p<0.001) (e), respectively. The coordinates of the TGF-p1
concentration with the CD39 or CD73 concentration are indicated by white circles in the ND group, white diamonds in the LSIL group,
white and black diamonds in the HSIL group, and black diamonds in the CC group.

determine whether adenosinergic activity is associated with
the degree of disease progression, here, we analyzed the con-
centrations and activity of CD39 and CD73 in the PFP of
patients with LSILs, HSILs, or CC and compared them with
those of NDs. Interestingly, we found that the concentrations
of CD39 and CD73 in PFP increased with the degree of dis-
ease progression. The PFP of patients with HSILs or CC
showed a CD39 content 2.3 and 2.2 times that of the NDs,
respectively, and a CD73 content 1.7 and 2.68 times that of
the NDs. The concentrations of CD39 and CD73 in the
PFP of these patients were associated with a high capacity
to generate Ado from the hydrolysis of ADP and AMP.
ADPase and AMPase activities were reduced by the addition
of POM-1 and APCP, specific inhibitors of CD39 and CD73,

respectively, suggesting that during the development of CC,
alteration of nucleotide metabolism is promoted to generate
increased levels of circulating Ado through the activity of
these ectonucleotidases. AT Pase/ADPase and AMPase activ-
ities mediated by CD39 and CD?73, respectively, in the body
fluids of patients with inflammatory diseases and cancer have
been recently reported [39, 40]. In the context of cancer,
increased expression and activity of CD39 and CD73 in tissues
and/or biological fluids can lead to high levels of Ado that
potently suppress the T cell-mediated antitumor immune
response and promote tumor progression through stimulation
of ARs (7, 41]. In fact, higher serum CD73 in patients with
metastatic melanoma has been associated with lower effective-
ness of nivolumab-based immunotherapy [24].
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TasLE 4: Correlation analysis of the clinical data of normal donors and patients with SILand the plasmatic contents of the nucleotidases CD39

and CD73.
Normal donors SIL patients
Nucleotidase Age Number of Number of Number of Number of p values
( . Age (years) .
years)  sexual partners pregnancies sexual partners pregnancies
CD39 -0.06017 -0.2257 0.0721 0.1308 0.3312* 0.3512° a<0.0201
b <0.0134
CD73 0.3028 02277 0.2284 0.5868° 0.1542 0.6387¢ € <0.0001
d < 0.0001

Values of Pearson's coefficient (r) are shown.

The increase in soluble CD73 found in PFP samples from
patients with HSILs or CC in our study is consistent with
reports of increased hydrolytic activity of AMP in the plasma
of patients with advanced cancer [22, 42]. Interestingly, the
increased AMPase activity found in the PFP of patients with
HSILs or CC was also associated with a high concentration of
a highly glycosylated 90kD protein as revealed by Western
blot assays using the anti-CD73 antibody. CD73 has four
consensus N-glycosylation motifs, **NAS, *''NSS, ***NYS,
and *”NGT, and changes in glycosylation in one or more
of these sites can alter the hydrolytic activity of CD73 because
the three of them (N311, N333, and N403) are found in the
C-terminal catalytic domain of the molecule [31]. In
pathological states, the CD73 protein can undergo posttrans-
lational changes, generating different isoforms with catalyti-
cally different properties. For example, the increase in
AMPase activity in muscular dystrophy has been associated
with a higher concentration of an active form of CD73
(72kD) than an inactive form (62kD) [43]. On the other
hand, in hepatocellular carcinoma, altered CD73 glycosyla-
tion is associated with attenuated AMPase activity due to
greater production of an isoform that is 50 amino acids
shorter than the complete protein [44, 45]. We found that
enzymatic digestion of the PFP samples using endoglycosi-
dase H and N-glycanase resulted in products of 90, 85, 80,
and 70 kD, which were observed mainly in the PFP samples
of patients with HSILs or CC, suggesting that the highest
degree of CD73 glycosylation in the plasma of these patients
was associated with a higher AMPase capacity. In addition,
the high level of CD39 and high glycosylation of CD73 in
the PFP of these patients suggest that both ectonucleotidases
act in a coordinated manner to generate an immunosuppres-
sive environment through the generation of Ado, as has been
proposed in other cancers [22, 42]. TGF-f increases the
levels of CD39 and CD73 in activated T cells and myeloid
suppressor cells [13]. The expression of TGF-f1 in CC has
been directly correlated with the degree of disease progres-
sion [34] and with the expression of the HR-HPV E6 and
E7 oncogenes, which induce activation of the human TGF-
Bl promoter by recognizing the Spl sequence [46]. We
previously reported that CC tumor cells infected with HR-
HPV constitutively produce TGF-f, which is important for
inducing and maintaining CD73 expression. We also demon-
strated that Ado generated by the enzymatic activity of CD73
induced the production of TGF-f in tumor cells by interact-
ing with A2AR and A2BR, suggesting an important connec-
tion between the adenosinergic pathway and the production

of TGF- in cells infected with HPV [35]. In this study, we
found a significantly higher level of TGF-f in the PFP of
patients with LSILs, HSILs, or CC than in that of NDs. In fact,
a positive correlation was observed between the TGF-f8 con-
centration of these patients and the CD39 and CD73 concen-
trations detected in PFP. In addition, we observed that
patients with HSILs or CC, who presented the highest plasma
concentrations of TGF-p, CD39, and CD73, showed the
highest numbers of sexual partners (averages of 3.3 and 2.6,
respectively) and pregnancies (averages of 3.5 and 4.2,
respectively) in contrast to numbers of 2.2 and 1.1, respec-
tively, in the ND group. A strong correlation was also
observed between the number of sexual partners and CD39,
as well as between the number of pregnancies and the expres-
sion of CD39 and CD73, in patients with LSILs, HSILs, or CC
(Table 4), which is consistent with previous reports stating
that more sexual partners and pregnancies are the main risk
factors associated with persistent infection by HR-HPV and
the development of cervical dysplasia and CC [47, 48].
Therefore, the results obtained in this study suggest that
the production of TGF-f associated with persistent infection
by HR-HPV may be an important factor inducing and main-
taining the expression of the CD39 and CD73 ectonucleoti-
dases during the development of CC. Considering the
important role of the adenosinergic pathway in the suppres-
sion of the antitumor immune response through Ado gener-
ation [13] and that the presence of high concentrations of
extracellular nucleotides in the TME of CC seems to interfere
with the regulation, proliferation, differentiation, and apo-
ptosis of cancer cells of the cervix [49], the concentrations
and activity of CD39 and CD73 in the plasma of patients with
CC may be valuable biomarkers of disease progression and
may direct the choice of clinical treatment for these patients.

5. Conclusions

This study provides the first evidence that the concentrations
of the PFP-soluble CD39 and CD73 ectonucleotidases in
patients in different stages of CC development positively cor-
related with disease progression and the capacity to generate
Ado from the hydrolysis of ADP and AMP. The greater
AMPase activity found in the PFP of patients with HSILs or
CC was associated with a high concentration of a highly gly-
cosylated 90kD CD73 isoform. The level of TGF-$ in the
PFP of patients with LSILs, HSILs, or CC was significantly
higher than that of NDs and showed positive correlations
with the levels of CD39 and CD73. These results suggest that
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the production of TGF-p associated with persistent infection
by HR-HPV, which is present in more than 99% of CC cases
[1, 50], is a factor that promotes the expression of CD39 and
CD?73 to favor CC progression through Ado generation.
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gene in cervical samples was detected by PCR as described
in Section 2. The absence (left) or presence (right) of L1 is
shown in samples from NILM women. As a positive control,
DNA from the HeLa cell line (HPV-18"*) was used. The
expression of the B-actin gene in all samples was used as an
internal control. The size of the fragment (bp) of each gene
is indicated. (Supplementary Materials)
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