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RESUMEN

El cancer cérvico-uterino (CaCu) es un problema de salud puablica a nivel mundial, su
incidencia y mortalidad es predominante en paises en desarrollo. El agente anticanceroso
mas utilizado para el tratamiento de CaCu es el cisplatino (CP), el cual presenta una de las
mejores tasas de efectividad y costo, sin embargo, uno de los problemas es que algunas
células tumorales tratadas, desarrollan mecanismos de resistencia a CP (RCP) como el
aumento en la extrusion, el cual estda mediado por transportadores ABC que expulsan los
farmacos hacia el exterior de las células disminuyendo su efecto intracelular e impidiendo
que ejerza su efecto citotoxico. En CaCu uno de los transportadores ABC mas importantes

es MRP1, el cual se expresa en el 85% de los tumores.

Se ha reportado que el receptor A3R regula la expresion de MRP1 en glioblastoma, por lo
que en este estudio analizamos la participacion de la via CD73-Adenosina en la RCP

mediada por MRP1 en células tumorales de CaCu.

En este estudio encontramos que en células tumorales de CaCu, CaSki y Hela, la Ado
aumenta la expresion de MRP1 de manera dependiente de la concentracion. Ademas, en
las células CaSki y HeLa, inhibidas en la expresion de CD73 con un siRNA, o tratadas con
el antagonista ZM24138 especifico para A2AR disminuy0 significativamente la expresion
de MRP1 y su capacidad para extruir calceina AM. Al tratar las células con MK-571, un
inhibidor especifico de MRP, disminuyeron su capacidad extrusiva en comparacion con las
celulas no tratadas. Finalmente, al realizar ensayos de 1Cso se observo que la modulacion
de MRP1 observada en las células CaSki y HeL.a mediante la inhibicidn de la expresion de
CD73 o con bloqueo de A2AR, favorecio de la sensibilidad de estas células a CP, este

efecto fue similar al efecto de bloquear directamente MRPL1.

Este estudio provee la primera evidencia de que la inhibicion de CD73 y el bloqueo de
la sefializacion de Ado a través de A2AR modulan negativamente la expresién de
MRP1 en células de CaCu favoreciendo su quimiosensibilizacién al tratamiento con CP,
lo cual puede ser de gran utilidad para establecer estrategias que permitan revertir la

RCP en pacientes con CaCu avanzado o recurrente.



ABSTRACT

Cervical uterine cancer (CC) is a global public health problem, with its incidence and
mortality being predominant in developing countries. The most used anticancer agent for
CaCu treatment is cisplatin (CP), which has one of the best rates of effectiveness and cost.
However, one of the problems is that some treated tumor cells develop cisplatin resistance
(CPR) mechanisms, such as increased extrusion mediated by ABC transporters that expel
the drugs out of the cells, reducing their intracellular effect and preventing their cytotoxic
effect. In CaCu, one of the most important ABC transporters is MRP1, which is expressed

in 85% of tumors.

It has been reported that the A3R receptor regulates the expression of MRP1 in
glioblastoma. Therefore, in this study, we analyzed the involvement of the CD73-

Adenosine pathway in MRP1-mediated CPR in CaCu tumor cells.

In this study, we found that in CaCu tumor cells, CaSki and HeLa, adenosine (Ado)
increases the expression of MRP1 in a concentration-dependent manner. Furthermore, in
CaSki and HeLa cells, inhibition of CD73 expression using siRNA or treatment with the
A2AR-specific antagonist ZM24138 significantly decreased the expression of MRP1 and
its ability to extrude calcein-AM. Treating the cells with MK-571, a specific MRP
inhibitor, reduced their extrusion capacity compared to untreated cells. Finally, 1C50
assays showed that modulating MRP1 observed in CaSki and HelLa cells through CD73
expression inhibition or A2AR blockade enhanced their sensitivity to CP. This effect was

similar, to directly blocking MRP1.

This study provides the first evidence that inhibiting CD73 and blocking adenosine
signaling through A2AR negatively modulate the expression of MRP1 in CaCu cells,
enhancing their chemosensitization to CP treatment. This finding could be useful in

establishing strategies to reverse CPR in patients with advanced or recurrent CaCu.



INTRODUCCION

CANCER

El cancer es un conjunto de enfermedades que se caracterizan por la presencia de células
anormales con alteraciones en el genoma, las cuales se dividen descontroladamente y tienen
la capacidad de diseminarse a los tejidos adyacentes y organos distantes en donde pueden
interrumpir los procesos biol6gicos normales a través de la invasion celular y metéstasis
(OMS, 2023).

CANCER CERVICO-UTERINO

Uno de los tipos de cancer ginecologicos mas frecuentes es el cancer cérvico-uterino
(CaCu), el cual ocupa el cuarto lugar en incidencia y es la tercera causa de muerte por
cancer a nivel mundial en mujeres en edad reproductiva. En México ocupa el tercer lugar
en incidencia y segundo lugar en mortalidad, lo cual representa un grave problema de salud
publica (Sung H et al., 2021).

Existen varios factores de riesgo que pueden desencadenar el desarrollo del CaCu,
incluidos: polimorfismos genéticos, multiples parejas sexuales, multiples partos, uso de
anticonceptivos orales, dieta y tabaquismo, sin embargo, de acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud, la infeccidn persistente por virus del papiloma humano de alto riesgo
(VPH-AR) es el principal factor causal y esta implicada en mas del 99% de los casos
(Lutkowska A., et al., 2017; Liu Z. et al., 2015). La mayoria de las infecciones por VPH
son transitorias y no son clinicamente evidentes ya que en el 70-90% de las mujeres
infectadas su sistema inmune es capaz de eliminar la infeccion en 12 a 30 meses (Evander,
M., et al., 1995), por lo que se estima que solo el 1 % de las mujeres que en algun momento
han tenido infeccién con VPH desarrollan CaCu (Tindle R., 2002). La edad promedio de
las pacientes con CaCu es de alrededor de 45 a 50 afos, pero puede afectar a mujeres desde

los 20 afios o incluso mas jovenes (Parkin MD., et al., 1999).



El desarrollo de CaCu tiene un tiempo de progresion largo, en el cual la infeccion
persistente por VPH induce cambios en el epitelio cervical y que en el transcurso de 1 a 10

afos puede progresar a carcinoma invasivo (Castellanos-Morales M., 2003).

El CaCu es prevenible y su tratamiento es relativamente facil cuando el diagnostico es
oportuno. La experiencia de paises desarrollados ha permitido demostrar que la mejor
opcidn para disminuir la mortalidad por CaCu es la deteccion y el tratamiento temprano de
lesiones precursoras y lesiones malignas, lo cual se logra mediante la implementacion de

programas de deteccion oportuna de CaCu.

En México se implementaron desde 1974 programas nacionales de Deteccion Oportuna del
Cancer (DOC), enfocados en la deteccién de CaCu mediante la prueba de Papanicolaou
(Pap) (SSA, 2002). Sin embargo, hasta la fecha dicha neoplasia sigue siendo una de las
principales causas de muerte para las mujeres mexicanas ya que ha sido dificil establecer y
mantener un programa de tamizaje efectivo. En lugar de ser una herramienta para la
deteccion oportuna, en el 80% de los casos el Pap detecta lesiones de CaCu ya muy
avanzadas y de estas pacientes a pesar de recibir tratamiento el 70% desarrollard

persistencia o recurrencia de la enfermedad (Coronel-Martinez, J., et al., 2014).

Desde 2014, la Food and Drug Administration (FDA) aprobd la primera prueba de ADN
para virus del papiloma humano (VPH) llamada prueba Cobas®, la cual detecta en una
muestra citoldgica la presencia de 14 tipos de VPH de alto riesgo (con resultados separados
para VPH16 y VPH18), por lo que, con base en los resultados obtenidos, si hay presencia
de VPH 16 o0 18, la paciente debe ser referida a colposcopia, pero si estan presentes algunos
de los otros 12 tipos de VPH de alto riesgo, se le realizara a la paciente una citologia
cervical para determinar la necesidad de ser referida a evaluacion colposcopica. En el caso
de que una prueba sea negativa, la paciente debe realizarse su control regular cuyo intervalo

debe ser decidido por el médico tratante segln las condiciones de riesgo de la paciente.



Esta decision de la FDA esta basada en el estudio ATHENA (Addresing THE need for
Advance HPV diagnostic) (Castle, P., et al., 2011) publicado en 2011 y un reanalisis en
2013 (Cox JT., et al., 2013) y a partir de los resultados que obtuvieron, este esquema de
pesquisa de cancer cérvico-uterino se ha implementado en E.U.A., Canada y Europa
debido a su seguridad y reduccion casi a la mitad de las pruebas requeridas, con la

consiguiente reduccion en el costo de los programas de tamizaje (Wright TC., et al. 2015).

La situacion en México con respecto a la deteccion a través de prueba primaria (Cobas) aun
no se realiza de manera rutinaria en las instituciones de salud pablica. Se puede acceder a
una prueba de este tipo en laboratorios clinicos privados en los cuales los precios son poco
accesibles. Es probable que este retraso en la implementacion de este tipo de cribado

repercuta en que la deteccion del CaCu se siga realizando en etapas avanzadas.

El CaCu tiene un impacto negativo en las mujeres que lo padecen, afectando en diversos
aspectos: en el ambito personal disminuye la calidad de vida (Zhang, L., et.al., 2022), en
términos sociales, representa una gran pérdida de afios de vida productiva que contribuye al
deterioro econdmico del pais y a la ruptura de su tejido social, provocando graves
desajustes en la integracion y dinamica familiar (SSA, 2002). Adicionalmente, debido al
gran namero de pacientes que requieren tratamientos el costo para las instituciones publicas

que lo atienden es elevado (Hernandez-Hernandez D., et al., 2015).

ETAPAS DE PROGRESION DEL CaCu

De acuerdo con la clasificacion de la Federacion Internacional de Ginecologia y
Obstetricia, el CaCu presenta cuatro etapas de progresion (Tabla 1) (Pecorelli S. 2009).

TABLA 1. Estadios del CaCu de acuerdo con la FIGO

ESTADIO CARACTERISTICAS DEL TUMOR
Tis Carcinoma in situ
1Al Invasion <3mm prof. <7mm extension
1A2 Invasion 3-5mm prof. <7mm extension




Continuacion Tabla 1

IB1 >5mm § visible <4 cm,

IB2 Visible >4 cm.

HA Invade 1/3 sup vagina s/parametrios

1Al <4cm

1HA2 >4 cm

1B Invade parametrios parcialmente

A Invade 1/3 inf vagina sin llegar a pared pélvica
1B Invade pared pélvica / hidronefrosis / IRC
IVA Invade mucosa de vejiga o recto

VB Metastasis a distancia

En etapas tempranas esta enfermedad se puede tratar con cirugia, radiacion y/o
quimioterapia, produciendo curas entre 80 y 90% en etapa | y 60% en la etapa Il (Yu, S. &
Garcia, A. 2015), sin embargo, en los paises en desarrollo, los programas de tamizaje
basados en la prueba de Pap es deficiente, ya que cuando el CaCu se diagnostica, el 80% de
las pacientes se encuentra en etapas avanzadas (111 en adelante) o con metastasis, en donde
el porcentaje de supervivencia a un afio después del tratamiento disminuye notablemente,
llegando a ser de 10-20% en etapa IV (Diaz-Padilla I., et al., 2013; Coronel-Martinez, J., et
al., 2014). En consecuencia, se necesitan desarrollar nuevos enfoques terapéuticos que
mejoren los resultados del tratamiento en estas pacientes para mejorar la supervivencia
(Uyar, D. & Rader, J., 2014).

RECURRENCIA

La enfermedad recurrente se define como el crecimiento local del tumor o el desarrollo de
metastasis a distancia, seis meses 0 mas, después de la regresion completa de la lesién
tratada; en tanto que, si se detecta dentro de los primeros seis meses después de completar
el tratamiento primario, se le denomina persistencia (Choi J, 2000). Se estima que la edad

promedio de las mujeres con recurrencia de CaCu es de 40-45 afios. En relacion con el



estadio clinico inicial, la frecuencia de la enfermedad recurrente es: etapa 1B, cercana al
10%; etapa 1A, 17%; 1B, 23%; 111, 42% y IVA, 74% (Peiritti M, et al., 2012).

TRATAMIENTOS PARA CaCu

En la actualidad existen diversos tratamientos para el CaCu, que van desde quimioterapia
convencional con un farmaco o combinaciones de farmacos, quimiorradioterapia,
anticuerpos monoclonales ya sea solos 0 en combinacion con quimioterapia y terapias
experimentales como el uso de linfocitos T modificados que eliminan a las células
infectadas con VPH (Figura 1). En la siguiente seccion se explica brevemente algunas

ventajas y desventajas para cada uno de estos regimenes de tratamiento.

TERAPIAS COMBINADAS

CISplatan [ Bevacizumab + Cisplatino/Paclitaxel
Ifosfamida [ ) Bevacizumab + Cisplatino/Topotecano
Paclitaxel . '

Topotecan, \ TERAPIAS EXPERIMENTALES
Irinotecan
Capecitabina inmunoterapia con linfocitos T vs VPH
Pemetrexed

Cisplatino/Paclitaxel
Cisplatino/Topotecano

Figura 1. Tratamientos para CaCu avanzado y recurrente. En la figura se enlistan las terapias
convencionales, combinadas y experimentales que han sido probadas para el tratamiento del CaCu, dentro
de las cuales, sobresale el cisplatino, siendo el méas utilizado en la practica clinica. Figura creada en
BioRender.com.

QUIMIOTERAPIA CONVENCIONAL

En la actualidad el CP (CP) es el agente quimioterapéutico mas utilizado para el tratamiento
de CaCu avanzado y recurrente (Lorusso, D., et al., 2014). EI CP fue sintetizado por



primera vez por M. Peyrone en 1844, sin embargo, fue hasta la década de los 1960s cuando
las observaciones iniciales de Rosenberg (Rosenberg, B., et al., 1965) sefialaron que los
productos de la electrdlisis generados por los electrodos de platino eran capaces de inhibir
la divisién celular de Escherichia coli, creando mucho interés en su posible uso para inhibir
la proliferacion de células tumorales. Fue hasta 1978 que el CP fue aprobado por la FDA

para el tratamiento del cancer (Kelland, L. 2007).

Tradicionalmente el CP ha sido considerado el farmaco maés efectivo para el tratamiento de
CaCu en etapas avanzadas, ya que al administrarlo en conjunto con radioterapia se observé
una disminucion del 30 a 60% en el riesgo de muerte por CaCu (Thigpen T, et al., 1981).
Existen mas agentes quimioterapéuticos que se utilizan para el tratamiento de CaCu en
etapas avanzadas, incluyen ifosfamida, paclitaxel, topotecan, irinotecan, capecitabina y
pemetrexed, aunque con menores tasas de respuesta en comparacién con CP (Coleman E, et
al., 1986; Fleming GF, et al., 1996: Muderspach LlI., et al., 2001; Verschraegen CF et al.,
1997; Garcia A et al., 2007; Goedhals L et al., 2006).

La evidencia actual sugiere que los regimenes de combinacion a base de platino pueden ser
mas eficaces, dentro de las combinaciones mas comunes se encuentran: CP/paclitaxel y
CP/topotecan. La combinacién de CP y paclitaxel produce una tasa de respuesta mas alta y
una supervivencia libre de progresion mejorada en comparacion con el CP como agente
Unico, pero no mejora la supervivencia general, aunque existen beneficios potenciales a la
calidad de vida (Moore DH, et al., 2004). Por otro lado, la combinacién de CP y topotecan
en comparacién con CP como agente Unico mostrd una mejora en la tasa de respuesta
general (Long HJ., et al., 2005).

ANTICUERPOS MONOCLONALES EN COMBINACION CON

QUIMIOTERAPIA

En la actualidad, también se encuentran disponibles tratamientos mas selectivos basados en

una mayor comprensién de la biologia tumoral y de las caracteristicas de los subtipos de



tumores especificos. Es el caso de los anticuerpos monoclonales, para CaCu sélo se ha
determinado la efectividad de Bevacizumab, el cual tiene como objetivo la inhibicion del
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) para inhibir el crecimiento de vasos
sanguineos causando una disminucion de oxigeno y nutrientes al tumor (Tewari, K et al.,
2017).

Algunos estudios han sugerido que la combinacion de bevacizumab y quimioterapia es
efectiva en CaCu (Wright JD., et al., 2006; Takano M, et al., 2009). En una prueba clinica,
la mitad de los pacientes fueron tratados con topotecan con paclitaxel y la otra mitad con
CP y paclitaxel. Ademas, aproximadamente la mitad de los pacientes en cada uno de estos
grupos de tratamiento recibieron Bevacizumab junto con la quimioterapia. La adicion de
Bevacizumab a la quimioterapia combinada se asocié con una mejora de 3.7 meses de
supervivencia general. Las tasas de respuesta fueron del 48% con bevacizumab y el 36%

con quimioterapia sola.

Como consecuencia, se aprob6 Bevacizumab por la FDA para su uso en el CaCu avanzado
y recurrente. Sin embargo, hay un aumento en el costo que debe ser tomado en cuenta ya
que al adicionar Bevacizumab el tratamiento es 10 veces mas costoso en comparacion con
la quimioterapia convencional (Phippen N, et al., 2015) por lo que la viabilidad econémica

para aplicarlo a la poblacion general es demasiado baja.

INMUNOTERAPIA CON LINFOCITOS T

Se ha reportado el uso de inmunoterapia con linfocitos infiltrantes del tumor dirigidos a
VPH humanos, aunque este tipo de terapias aln se encuentran en etapas experimentales. En
un estudio, se aislaron linfocitos T del tejido tumoral y se cultivaron in vitro, se analiz6 su
reactividad hacia péptidos de las proteinas virales E6 y E7 del VPH, se seleccionaron los
linfocitos més reactivos y se expandieron, posteriormente se infundieron en las pacientes,

de las pacientes que recibieron la infusion de linfocitos, una de ellas logré una respuesta



parcial a los 22 meses y 2 lograron una respuesta completa a los 15 meses (Hinrichs CS, et
al., 2014).

VACUNAS

Las vacunas para VPH basadas en el uso de particulas tipo virales (VLPs) han mostrado un
avance importante en la prevencion de la enfermedad contra los genotipos de VPH-16 y
VPH-18, las cepas responsables de 70% de los canceres cérvico-uterinos. En los primeros
ensayos clinicos de vacunas contra el VPH-16 y VPH-18 se encontrd una alta eficacia
contra la infeccion por estos genotipos en nifias adolescentes (La Torre G, et al., 2007).
Posteriormente se adicionaron dos cepas VPH-6 y VPH-11 en una vacuna tetravalente que
ofrece una prevencion eficaz de las lesiones cervicales precancerosas (Lu B, et al., 2011,
Lehtinen M, Dillner J., 2013). En los paises de ingresos altos se observd que en las
adolescentes y jovenes 13 a 19 afos, respectivamente, que fueron vacunadas, las
infecciones de VPH-16 y VPH-18 disminuyeron en un 68% (Lowy DR, Schiller JT, 2012).
Los programas de inmunizacion contra el VPH comenzaron en 2007, principalmente en
paises de ingresos altos (Bonanni P, et al., 2011), donde los estudios han demostrado claros
beneficios (Gervais F, et al., 2017), sin embargo, en los paises de ingresos bajos y
medianos, persisten las barreras econdémicas en los sistemas de salud publica para
completar los esquemas de vacunacion en grandes porcentajes de la poblacion (Bello FA, et
al., 2011).

En la actualidad, a pesar del éxito de las terapias combinadas, el uso de anticuerpos
monoclonales y la inmunoterapia no se han adoptado de manera extensiva en la préctica
clinica debido al elevado costo, poco personal especializado y a la falta de infraestructura

necesaria, por lo que s6lo han sido aplicadas en una poblacion muy pequefia de pacientes.

En contraste con las terapias antes mencionadas, el agente quimioterapéutico mas utilizado
para CaCu sigue siendo el CP ya que es el farmaco que tiene la mejor relacién efectividad-
costo (McKim A, et al., 2016), sin embargo, ain queda un problema por resolver y es el

desarrollo de quimiorresistencia a la cual se atribuye el 90% de los fallos en el tratamiento

10


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=McKim+A&cauthor_id=27352563

dando como resultado un fracaso terapéutico y eventualmente la muerte de las pacientes

con cancer (Lippert T, et al., 2008).

MECANISMO DE ACCION DEL CP

El ingreso del CP a la célula estd mediado por el transportador de cobre Ctrl en mamiferos
(Ishida, S., et al., 2002). Una vez que ingresa al citoplasma, los atomos de cloruro del CP
son desplazados por moléculas de agua, este producto hidrolizado es un potente electrofilo
que puede reaccionar con cualquier nucleéfilo, incluidos los atomos de nitrégeno en los
acidos nucleicos. EI CP se une al centro reactivo N7 en los residuos de purina y puede
causar dafio al acido desoxirribonucleico (ADN) en las células cancerosas y formar
aductos, de los cuales 90% son GpG y 10% son ApG intracatenarios, bloqueando la
division celular y dando como resultado la muerte celular apoptética (Figura 2) (Dasari, S
& Tchounwou P. 2014).

El CP también puede inducir apoptosis a través de la generacion de estrés oxidativo, que
afecta principalmente a la mitocondria, lo que resulta en la pérdida de grupos sulfhidrilo de
las proteinas mitocondriales, inhibicion de la captacion de calcio y reduccién de potencial
de membrana mitocondrial (Saad S et al., 2004), lo que puede inducir la apoptosis a través
de la via extrinseca e intrinseca (Ozben, T., 2007). El incremento en el nivel de especies
reactivas de oxigeno (ERO) puede resultar tanto en la apoptosis como en la necrosis de las
celulas cancerosas (Hampton, M. & Orrenius, S., 1997). Las ERO también pueden inducir
la muerte celular al reducir la autofagia, que es un proceso auto catabdlico que implica el
secuestro de contenidos citoplasmaticos (organelos agotados y agregados de proteinas) para

su degradacion en lisosomas (Shrivastava, A. et al., 2011)

El CP ha sido considerado el farmaco mas activo y es ampliamente utilizado para el
tratamiento del CaCu, sin embargo, algunas células pueden presentar resistencia, ya sea
intrinseca o adquirida, lo que compromete seriamente la eficacia del tratamiento (Shen, D.
et al.,, 2012). De hecho, en la actualidad el CP sigue siendo parte de los esquemas de
tratamiento para CaCu en todo el mundo (McKim, A. 2016), incluso forma parte de la lista
de medicamentos esenciales de la OMS (https://www.who.int/). En el caso particular de
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México, la quimioterapia con CP se encuentra en las guias de practica clinica para el
tratamiento del CaCu de acuerdo con el Programa Nacional de Salud (SSA, 2010), por lo
cual es de suma importancia investigar los mecanismos por los cuales se desarrolla

quimiorresistencia con la finalidad de mejorar los esquemas de tratamiento con este

farmaco.
] NH.
‘jl/y'\NH
Difuisiéon
pasiva
CTR-1
H,0 Pl,}“! rERO P
Ho” NHy .

| Autofagia

Figura 2. Muerte celular inducida por cisplatino. Hay 3 principales mecanismos por los cuales el cisplatino
puede inducir apoptosis, el mas importante es el que esta relacionado con la formacién de aductos en el DNA,
lo cual impide que la célula pueda sintetizar la copia de DNA en la fase S. Otros mecanismos complementarios
incluyen el aumento en las especies reactivas de oxigeno (ERO) que puede inducir apoptosis por via intrinseca
y extrinseca, y adicionalmente la reduccion de la autofagia. Figura creada en BioRender.com

momento en que se desarrolla. La quimiorresistencia intrinseca existe antes de que se
administren los medicamentos al paciente, o que tiene como consecuencia una eficacia
reducida del tratamiento, mientras que la quimiorresistencia adquirida se caracteriza por la
reduccion gradual de la eficacia de un farmaco después del tratamiento (Bell D.W., et al.,
2005; Ma C, et al., 2011). La quimiorresistencia es un problema grave que hace que el
desarrollo de nuevos medicamentos contra el cancer sea largo y costoso (Vasiliou V, et al.,
2009; Projan SJ, 2003), por lo que es necesario conocer los mecanismos que conducen a la

quimiorresistencia para desarrollar nuevos enfoques terapéuticos con mayor éxito.
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RESISTENCIA AL CP (RCP) EN CaCu

Los mecanismos de quimiorresistencia intrinseca y adquirida pueden coexistir durante la

progresion y el tratamiento del tumor. Los mecanismos de quimiorresistencia adquirida

pueden ser totalmente diferentes a los de la quimiorresistencia intrinseca o pueden ser una

expansion selectiva de la quimiorresistencia intrinseca.

El grado de quimiorresistencia intrinseca determina la sensibilidad de cierto grupo de

células cancerosas a un farmaco especifico por lo que se deberian realizar analisis

gendémicos y bioquimicos antes de disefiar el plan de tratamiento farmacoldgico para

combatir una posible quimiorresistencia preexistente, y posteriormente, monitorear el

desarrollo de resistencia adquirida para ajustar los esquemas terapéuticos. En la Tabla 2 se

describen especificamente los mecanismos de resistencia a CP (RCP) en CaCu, los cuales

son representados esquematicamente en la Figura 3.

Tabla 2. MECANISMOS DE RESISTENCIA A CP EN CaCu

MECANISMO
1)  Reduccion
de la
acumulacion
intracelular del
farmaco

2) Aumento de
la reparacion
de
ADN

dafos al

DESCRIPCION

La captacion reducida (1.1), el aumento de la
extrusion (1.2) y la inactivacion por las proteinas que
contienen tiol (1.3) contribuyen a la reduccién de la

acumulacioén intracelular de CP.

Las células pueden identificar el dafio al ADN
inducido por CP mediante mdltiples vias de
reparacion del ADN, incluyendo la reparacion por
escision de nucleotidos (NER) (2.1) y la reparacion

de errores de apareamiento (MMR) (2.2).

REFERENCIAS

(Shen D, 2012)

(Dasari S, et al.,
2014; Torii Y, et
al., 2014; Bai ZL,
et al 2012;
Martelli L, et al.,
2009; Zhang Y et
al., 2010)
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3) Inhibicion

de la apoptosis

4)  Activacion
de la transicion
epitelio-
mesenquima

(TEM)

5) Resistencia

intrinseca  de
las Células
Troncales de
Céancer

6) Aumento en
la expresion de
chaperonas de
respuesta  al

estrés

En las vias de apoptosis extrinseca e intrinseca
intervienen proteinas maltiples, como las de la familia
Bcl-2 y p53, la disfuncién de estas proteinas puede
conducir al desarrollo de la RCP. Las celulas de CaCu
con RCP con frecuencia sobre expresan proteinas anti
apoptéticas. Por ejemplo, Brozovic et al., encontraron
que Bcl-2 tenia un aumento en la expresién en células
HeLa con RCP en comparacién con las células HelLa
parentales. La supresion de las proteinas efectoras pro
apoptdticas también contribuye al desarrollo de la
RCP.

En los Gltimos afios, se ha reconocido cada vez mas el
papel de la TEM en la RCP adquirida. Se observo
que, al silenciar la expresion de un factor de
transcripcion maestro de la TEM, TWIST1 por ARNI
en celulas HelLa se disminuye la expresion de P-gp y
las células fueron mas sensibles al CP.

Las células troncales de cancer son una subpoblacion
celular dentro del tumor que es altamente resistente a
varios agentes quimioterapéuticos ya que expresan
altos niveles de transportadores de resistencia a

multiples farmacos.

Las chaperonas o proteinas de choque térmico (HSP)
son proteinas involucradas en las respuestas generales
al estrés. Debido a que el CP induce dafio al ADN y
consecuentemente da como resultado la apoptosis, las
HSP se han observado sobre expresadas en las células

que presentan RCP.

(Brozovic A, et
al., 2004; Chen J,

et al, 2002
Siddik ZH, 2003)

(Zhu K, et al.
2012)

(Dean, M, et al.
2005)

(Shen D, et al.
2012)

)

1
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Continuacion Tabla 2

7) Aumento en | La autofagia es un proceso por el cual las células | (Liu B, et al,

la autofagia

8) Alteraciones

en vias

sefializacion

de

digieren  sus  propios  organelos  dafiados.
Recientemente se ha demostrado que ésta contribuye
a la RCP en algunos tipos de células y la inhibicion
de la autofagia puede aumentar la citotoxicidad de los
agentes quimioterapéuticos. Con respecto al CaCu, se
ha observado que el CP induce la autofagia en células
HelLa, y la inhibicion de la autofagia induce estrés en
el reticulo endoplasmico (RE) y, por lo tanto,

aumenta la citotoxicidad del CP.

Las vias de sefializacion incluyen una amplia gama de
mecanismos moleculares que inducen la resistencia a
los farmacos. Las principales que participan en la
RCP en CaCu son: SAPK/INK, Wnt / B-catenina,
Sonic Hedgehog, NF-kB, PI3K / AKT, Notch EGFR
y TF-PAR2 JAK-STAT, MAPK y P53.

2010; Xu Y, et
al., 2012)

(Brozovic A, et
al., 2004; Siddik
ZH, et al., 2003;
Xu, H,
2019; Zhang, Y,
2010;
Yang, M, et al,,
2018; Sharma, A,
et al, 2019
Zheng X, et al.,
2014; Maruyama,
W, et al., 2016;
Shu, X,
2015; Zhao, C, et
al., 2018; Wang,
X et al., 2018; de
Almeida, V. H, et
al., 2018; Huang,
L, et al., 2018;
Wang X, et al,
2000; Basu A, et
al., 2005; Garzetti

et al,

et al.,

et al.,

GG, et al., 1995;
Saito T, et al.,
2004)
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9) Alteraciones | Hasta el momento, de las alteraciones epigenéticas | Lei C, et al,
2012; Pouliot
LM, et al., 2013;
encuentra la metilacion del ADN (9.1) y 1a|wang F, et al,

epigenéticas que se han analizado con relacion a la RCP se

desregulaciéon en la expresion de maultiples | 2013; Fan, Z., et

i i ; : . L, : ,
microRNAs como: miR-21, miR-3p, miR-125a, miR- | & %% "
C., et al. 2016;
130a miR-155, miR-182 y miR-214 (9.2). Song, J., et al,
2017; Zhang, J. et

al. 2018)

4. TEM — - 5.CcTC (&
Cl., . NH;
Pt
cI”” SNH,
Clo, NH;
.,pt.,t-

CTR-1

6. Respuesta al estrés
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21, Aumepln de MMR: de apoptosis
de NER: _toiersliied
tERCCL St
LPMS2

Figura 3. Mecanismos celulares y moleculares de RCP en CaCu. Se muestran ejemplos de cada
mecanismo descrito en la Tabla 2. Modificado de: Zhu H, et al. 2016. Imagen creada en BioRender.com

AUMENTO DEL FLUJO DE SALIDA (EXTRUSION)

En el presente trabajo nos enfocaremos en el mecanismo de extrusion, en el cual, la

eliminacion de los farmacos hacia el exterior de la célula (extrusién) se lleva a cabo por

16



transportadores que utilizan la hidrélisis de ATP para bombear moléculas a través de la
membrana, los cuales se conocen como ATPasas de transporte y conforman una gran
superfamilia que incluye a los transportadores ABC (por las siglas en inglés ATP-binding
cassete) (Pedersen PL, 2007), la cual se puede dividir en siete subfamilias de acuerdo con

sus secuencias gendmicas y estructuras (Taylor NM., et al., 2017).

Estos transportadores cubren un amplio espectro de sustratos, desde pequefias moléculas
organicas e inorganicas, como aminodacidos, azlcares, nucleésidos, vitaminas y grupos de
metales a compuestos organicos mas grandes, incluyendo péptidos, moléculas lipidicas,
oligonucleotidos y polisacaridos (Wilkens, S, et al., 2015), asi como de mudltiples

antineoplasicos, medicamentos, xenobidticos y metabolitos (Cole, S. 2014).

Algunos de los transportadores ABC que participan en la regulacion de la RCP en CaCu
son: glicoproteina P (P-gp) (Sakaeda T, et al., 2002); las ATPasas ATP7A y ATP7B
(Zisowsky J., et al., 2007; Beretta, G., et al., 2004; Doherty B, et al., 2014); y la proteina de
resistencia a multiples farmacos MRP1 (Roy, M & Mukherjee S, 2014), en esta Gltima | nos
enfocaremos en el presente trabajo ya que es la que se ha reportado que se encuentra hasta

en el 85 % de los tumores en pacientes con CaCu.

MRPs

La familia de proteinas de resistencia a multiples farmacos 0 MRPs (por las siglas en inglés
de Multi drug Resitance Protein) fue descrita por primera vez en 1992 cuando Susan Cole y
Roger Deeley clonaron el gen que codifica a la proteina asociada a la resistencia a multiples
farmacos (MRP1) cuya familia esta compuesta por 7 miembros (MRP1 a MRP7) (Cole, S
etal., 1992). MRP1, MRP4 y MRP5 estan ampliamente distribuidos en el cuerpo, mientras
que MRP2, MRP3 y MRP6 se han observado principalmente en higado, rifiones e intestino
(Kool M, et al., 1997; Kool M, et al., 1999; Lee K, et al., 1998; Belinsky MG, et al., 1998;
Kiuchi Y, et al., 1998; Koénig J et al., 1999). MRP1 y MRP3 se localizan en membranas
basolaterales de las células (Flens M, et al., 1996; Kool M, et al., 1999; Kdénig J, et al.,
1999; Paulusma C, et al., 1997; Schaub T, et al., 1997). Se ha reportado que MRP1, MRP2,
MRP3 y MRP5 favorecen la extrusion de los farmacos quimioterapéuticos de las células
tumorales (Zhu, H., et al., 2016). En ese sentido, se han realizado numerosos esfuerzos para
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solucionar la farmacorresistencia provocada por estos transportadores a traves del uso de
inhibidores, sin embargo, hasta ahora el uso de inhibidores de primera y segunda
generacion han mostrado niveles inaceptables de toxicidad y/o bajos efectos inhibidores
(Adamska, A & Falasca, M 2018).

MRP1

Esta bomba de extrusion exporta tanto endobidticos como xenobidticos y, por lo tanto,
influye en procesos fisioldgicos distintos de la distribucion de farmacos (Cascorbi, 2011;
Cole, 2014). También se ha demostrado que MRP1 transporta farmacos utilizados en el
tratamiento de enfermedades no malignas, incluidos algunos opiaceos, antidepresivos,

estatinas y antibioticos.

Con respecto al cancer se ha observado que MRP1 desempefia un papel importante en la
resistencia a los farmacos quimioterapéuticos usados para leucemia mieloblastica y
linfoblastica aguda, cancer de pulmon de células no pequerias, cancer de prostata, cancer de
mama Yy neuroblastoma (Cole, 2014). La sobreexpresion de MRP1 en una gama de canceres
esta relacionada con aumento en la recaida y disminucién en la supervivencia general lo
cual lo hace un marcador de importancia clinica (Alisi et al., 2013; Diestra et al., 2003;
Haber et al., 2006; Semsei et al., 2012; Vulsteke et al., 2013; Zhang B., et al., 2012).

Especificamente en CaCu, se ha reportado que la RCP esta asociada con la sobreexpresion
de MRP1 (Roy, M & Mukherjee S. 2014). En un estudio en que se analizaron los perfiles
genéticos de 50,000 pacientes con distintos tipos de cancer se observo que el 81% eran
positivos para MRP1 y especificamente de las 5,000 pacientes de CaCu, el 85% expresaron
MRP1, posicionando a esta bomba de extrusion como la mas importante al compararla con
las bombas P-gp (cuya expresion se presento en el 10% de las pacientes) y BCRP (en el
70%) (Feldman, R. et al., 2015).
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ESTRUCTURA DE MRP1

MRP1 es una proteina codificada por el gen ABCC1 localizado en el cromosoma 16
(16p13.1), tiene un peso molecular de 190 kDa y contiene 1580 aminoéacidos (Cole et al.,
1992; Slovak et al., 1993). La proteina estd conformada por un polipéptido Unico
compuesto por 17 segmentos transmembrana (TM) dividido en tres dominios
transmembranales (TMDO, TMD1 y TMD2). TMD1 y 2 trabajan en colaboracion para
formar un poro permeable en el que los sustratos pueden viajar desde la region citoplasmica
al espacio extracelular de forma selectiva y de manera dependiente de la energia (Figura
4a) (Rees et al., 2009).

De los dos dominios de union a nucleodtidos (NBD1 y NBD2) localizados en la region
citoplasmatica, solo el dominio de union a nucledtidos ubicado en el NBD2 es responsable
de hidrolizar ATP y proporcionar energia para la traslocacion (Johnson & Chen, 2017).
Este dominio contiene una porcion N-terminal en la region extracelular TMDO que se
enlaza al nucleo del transportador a través de un enlazador Lo (Figura 4b) (Conseil et al.,
2019).
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Figura 4. Estructura de MRP1. a) Modelo de 2D que muestra los distintos dominios de la proteina. b)
Modelo 3D de MRP1 donde se representa la estructura conformacional de la proteina en la membrana.
Tomadas de: a) Lu J, et al, 2015; b) Johnson y Chen, 2017.

El sitio de unidn al sustrato del transportador ABCCL1 estd formado por dos haces, TM1y
TM2, y los residuos de la cara interior de cada uno de estos haces son muy diferentes
(Conseil et al., 2019). TM1 tiene residuos cargados positivamente mientras que TM2 tiene
residuos hidrofobicos. La region cargada positivamente por lo general se une a la region de
GSH (glutation), mientras que la region rica en residuos hidréfobos se une al sustrato
(Johnson & Chen, 2017). Varios reportes indican que la exportacion de CP puede ser
mediada por MRP1, MRP2, MRP3 y MRP5 (Borst P, et al., 2000; Galluzzi L, et al., 2012).
El grupo de Ishikawa demostré que el CP y GSH pueden formar un complejo 1:2 que puede
eliminarse de las células por una bomba GS-X como los MRPs, por lo que la formacién del

complejo GS-platino se considera una parte importante del metabolismo celular del CP para
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su eliminacién de las células tumorales (Ishikawa, et al., 1993). Las etapas del ciclo de

extrusion ejercido por MRP1 se representan en la Figura 5.
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Figura 5. Etapas del ciclo de extrusion llevadas a cabo por MRP1. (1) comienza en su estado de
reposo, (2) un sustrato conjugado con GSH o GSH solo se une a un sitio de alta afinidad provocando cambios
conformacionales, lo que resulta en el reclutamiento de ATP a los NBD, (3) los NBD se dimerizan, lo que
provoca mas cambios conformacionales en los TMD, (4) el cierre de los NBD desencadena un cambio
conformacional de los TMD que pasan de estar abiertos afuera y cerrados adentro, permitiendo que el
sustrato unido a los NBD se mueva hacia el entorno extracelular y se libere (5). EI ATP se hidroliza en ADP,
el dimero NBD se desestabiliza y los TMD vuelven al estado de reposo (1) (Lu J, et al., 2015).

INHIBICION DE MRP1

Por otro lado, se han descrito una gran variedad de inhibidores para MRPs, especificamente
para MRP1, Gakeler y colaboradores desarrollaron a MK-571 (Gekeler et al., 1995), sin
embargo, hasta la fecha no se han utilizado en ensayos clinicos debido a su alta toxicidad y
baja estabilidad, por lo cual la quimiorresistencia mediada por MRP1 aun sigue siendo un

problema por resolver.
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En este sentido, es necesario contrarrestar la quimiorresistencia para mejorar la efectividad
de los tratamientos. Una de las vias que se han estudiado en este contexto es la via CD73-
Adenosina, la cual, de acuerdo con multiples reportes, participa en el desarrollo de

resistencia a multiples farmacos en distintos tipos de cancer (Figura 6).

VIA CD73-ADENOSINA

La via C73-adenosina estd conformada por ectonucleotidasas de membrana, incluyendo
CD39 y CD73. En esta via los nucledtidos ATP/ADP que se encuentran en altas
concentraciones (50-100uM) en el microambiente tumoral (Vaupel P. & Multhoff G.,
2016), son hidrolizados de manera secuencial por CD39 para generar AMP y finalmente
por CD73 para generar el nucledsido adenosina (Ado) (Zimmermann, H., et al., 2012). La
Ado extracelular tiene actividad de sefializacion que esta mediada por 4 receptores de
adenosina (ARs) especificos: ALR, A2AR, A2BR y A3R, éstos se localizan en la superficie

celular y estan acoplados a proteinas G (Antonioli L., et al., 2016).

VIA CD73-ADENOSINA Y QUIMORRESISTENCIA

Se report6 que Ado regula la resistencia a vincristina en glioblastoma multiforme a través
de la sefializacién de A3R y aumento de la expresion de MRP1 (Quezada, C, et al., 2013).
En otro trabajo se observo que al inhibir AIR y A2BR se sensibilizaron las células de
glioblastoma multiforme en etapa IV al tratamiento con tomozolomida (Daniele, S. et
al.2014). De manera similar se describié que A3R regula la quimiorresistencia a vincristina
en células similares a troncales de glioblastoma a través de MRP1 (Torres, A. et al. 2016).
Por otro lado, se describié que al inhibir CD73 0 A2AR se puede sensibilizar a las células

de cancer de mama triple negativo al tratamiento con doxorrubicina (Loi, S, et al., 2013)
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Figura 6. Quimiorresistencia en cancer relacionada con la via CD73-Adenosina. En tumores de
glioblastoma y cancer de mama se ha reportado que la generacion de Ado por la actividad de CD73 y la
sefializacion de Ado a través de ALR, A2AR, A2BR y A3R promueven el desarrollo de qumiorresistencia a
tomozolamida, doxorrubicina y vincristina. Imagen de disefio propio.

VIA CD73-ADENOSINA EN CaCu

Nuestro grupo de investigacion ha encontrado que la expresion de CD73 y los ARs
(particularmente A2AR, A2BR y A3R) incrementan en los tejidos tumorales de CaCu
respecto a los tejidos de cérvix normal, particularmente en estados avanzados de la
enfermedad (Torres-Pineda, 2015). Asimismo, se ha reportado que las lineas celulares
CaSki, SiHa, HeLa y ROVA, positivas a la infeccion por VPH, expresan mayores niveles
de CD73 en la membrana celular en relacion con las lineas celulares C33A y VIBO,
negativas a la infeccion por VPH, ademas de producir altas concentraciones de Ado (Mora-
Garcia, et al., 2017). Ademas, reportamos que la via CD73-Adenosina es importante para
incrementar las caracteristicas protumorales de las células de CaCu, incluyendo una mayor
expresion de MRP1 (Garcia-Rocha, et al., 2022).

JUSTIFICACION

Por tanto, en este estudio, examinamos el efecto de CD73 y la interaccion de Ado con los
ARs en la expresion de MRP1 en células CaCu para determinar si esta relacionada con la
RCP, y si al bloquear CD73 o los ARs, se pueden quimiosensibilizar a las células al

tratamiento con CP.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que las células de CaCu expresan CD73 en la membrana y son capaces de producir
grandes cantidades de Ado y que la via CD73-Adenosina es importante para incrementar
las caracteristicas protumorales de las células de CaCu, incluyendo una mayor expresion de
MRP1. Con base en lo anterior, en este estudio nos planteamos las siguientes preguntas de

investigacion:

¢La via CD73-Adenosina participa en la induccién de MRP1 e incrementa la RCP en

células de CaCu?

¢El bloqueo de CD73 o de la sefializacion de Ado con los ARs permitira sensibilizar a las

células de CaCu al tratamiento con CP?

HIPOTESIS

La expresion de MRP1 es regulada por la via CD73-Adenosina, por lo tanto, participa en el

desarrollo la resistencia a CP en las células de CaCu.

OBJETIVOS

Objetivo General:

Analizar la participacién de la via CD73-Adenosina en la generacion de resistencia a CP en
células de CaCu CaSki y HeLa
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Objetivos Particulares:

1.- Determinar la expresion de los ARs en células de CaCu.

2.- Analizar la participacion de la actividad de los ARs en la induccion de la expresion de
MRP1 en células de CaCu.

3.- Analizar la participacion de CD73 en la regulacion de la expresion de MRP1 en células
de CaCu

4.- Determinar si la inhibicion de CD73 o el bloqueo de los ARs esta relacionado con la
actividad de extrusion de MRPL1.

5.- Determinar si la inhibicion de CD73 o el bloqueo de los ARs sensibiliza a las células

tumorales de CaCu al tratamiento con CP.
METODOLOGIA

Cultivos celulares: Las lineas celulares de CaCu, CaSki (VPH-16") y HeLa (VPH-18"),
fueron cultivadas con medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino al 10%, 100
U/ul de penicilina, 100 U/pl de estreptomicina y mantenidas en condiciones de esterilidad,

a 37 °C con 5% de CO- en un ambiente de humedad saturante.

Citometria de flujo para analizar la expresion de los Receptores de Adenosina: En las
lineas celulares CaSki y HelLa se determind la expresion de A1R, A2AR, A2BR, A3R
mediante citometria de flujo para lo cual se disefié un panel de anticuerpos en el software
Fluoro Finder, especificamente para el citometro FACS Canto Il de BD, y se obtuvo el
panel de anticuerpos de la Tabla 3, para los cuales se realiz6 una titulacion para determinar
la dilucién adecuada para realizar los ensayos tomando en cuenta las instrucciones de cada

fabricante.
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Tabla 3. Anticuerpos utilizados para la deteccion de las moléculas de la via CD73-Ado

MARCADOR

FLUOROCROMO

MARCA/
NUMERO

DILUCION
UTILIZADA

LOCALIZACION
DEL EPITOPO

DE
CATALOGO

A1R Bioss/s- 1:100 Extracelular

4235R-A647

Alexa Fluor 647

A2AR PE Novus 1:100 Intracelular
Biologicals/
NBP1-

39474PE

A2BR Bioss/ s- | 1:20 Extracelular

5900R-A750

Alexa Fluor 750

A3R FITC Biorbyt/ 1:200 Extracelular

0rb399642

Los experimentos se realizaron por duplicado, para cada determinacion se obtuvieron 1x10*

eventos en un citdmetro BD FACS Canto Il y se analizaron con el software Flow Jo 10.

Inhibicién de la expresion de CD73. Las células de CaCu inhibidas en la expresion de
CD73 fueron obtenidas de un trabajo previo de nuestro grupo de investigacion (Garcia-
Rocha, et al., 2019) en donde se utilizaron los siguientes SiRNAs de doble cadena dirigidos
especificamente contra los genes de CD73: NM_001204813.1 and NM_002526.3: siRNA-
1, GAT CCG CCA CTA GCA TCT CAA ATA TTT CAA GAG AAT ATT TGA GAT
GCT AGT GGT TTT TTA CGC GTG,; and siRNA-2, AAT TCA CGC GTA AAA AAC
CAC TAG CAT CTC AAATAT TCT CTT GAA ATATTT GAG ATG CTA GTG GCG
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(RNAI Target Sequence Selector, http://www.clontech.com/MX/Support/Online_Tools).
Los RNA de interferencia correspondientes fueron clonados en el vector Psiren-Retro Q
(Clontech Laboratories, Inc. USA), como control de transfeccion se utilizé el vector Psiren-
Retro Q vacio (Clontech Laboratories, Inc. USA). La seleccion de las células con
transfeccidn estable se realiz6 al adicionar 1ul/ml de puromicina (Sigma-Aldrich) al medio

de cultivo ya que el vector pSIREN-Retro Q contiene un gen de resistencia a puromicina.

Citometria de flujo de CD73 y MRP1. Para analizar la expresion de CD73 y MRP1 se
utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-CD73 acoplado a PE (Cat: PHA550257 BD) y
anti-MRP1 (Cat: MRPMDb), el cual fue revelado con un anticuerpo secundario anti-raton
acoplado a FITC (CAT: F5262 Sigma-Adrich). La expresion de ambos antigenos se realizo
en las lineas celulares CaSki y HelLa parentales (WT), transfectadas con el vector vacio
(pS) y desreguladas para CD73 (pSiren/siRNA-CD73). Los experimentos se realizaron por
duplicado y para cada determinacion se obtuvieron 1x10* eventos en un citometro BD
FACS Canto Il y se analizaron con el software Flow Jo 10. Se normaliz6 la expresion con
respecto a la linea parental (WT) y se realizé una prueba de t de Student para comparar las
diferentes condiciones.

Protocolo general de citometria. En general se realizd un protocolo estandar de citometria
para analizar la expresion de los ARs, y MRP1. Se fijaron al menos 5 x10° células con
paraformaldehido al 2% incubandolas durante 5 minutos seguido con un lavado,
posteriormente si el epitopo del anticuerpo en cuestién es intracelular se realiz6 la
permeabilizacion de las células afiadiendo 250 pL de saponina 0.03% e incubando durante
10 minutos seguido de un lavado, posteriormente se bloqued con 100 puL de SFB seguido
de un lavado, posteriormente se afiadieron los anticuerpos y se incubaron durante 30
minutos, seguido de un lavado y finalmente se agreg6 paraformaldehido al 1% para fijar.
En el caso de la citometria para CD73 el protocolo es similar, Gnicamente se omiten los dos

primeros pasos de fijacién y permeabilizacion.

Inhibicién de la actividad de los ARs. Con la finalidad de analizar el efecto de la
interaccion de Ado con los ARs en la regulacion de la expresién de MRP1 en las lineas
celulares CaSki y HelLa, se sembraron 1X10° células por pozo en placas de 6 pozos y se
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utilizaron antagonistas selectivos para los ARs en una concentracién equimolar de 10 uM:
A1R (DPCPX); A2AR (ZM241385), A2BR (MRS1754), y A3R (MRS1523) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Los antagonistas de ARs se incubaron durante 30 minutos
para permitirles bloguear a los receptores y finalmente se adicion6 1mM de Adenosina, se
dejaron durante 48 h y se analizé la expresion de MRP1 mediante citometria de flujo como
se menciond previamente, se utilizo la prueba ANOVA de una via para comparar el efecto

de los diferentes tratamientos en la expresion de MRP1.

Determinacion de I1Cso. Para analizar el efecto del CP, se hicieron dos grupos
experimentales: 1) Células sin tratamiento (WT), células con vector vacio (pS) y células
inhibidas en CD73 (pSiren/siRNA-CD73); y 2) Células WT, células tratadas con 1mM de
adenosina y células tratadas con 10 uM del antagonista de A2AR (ZM241385) e incubadas
en presencia de ImM de adenosina. Se sembraron 2x10° células por pozo en placas de 6
pozos y se adicionaron los estimulos correspondientes, después de 48 horas se adicionaron
diferentes concentraciones de CP (1, 3.15, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 uM) tomando como
referencia las concentraciones utilizadas de CP para obtener la 1Cso de cada linea celular
de CaCu, consultado en la siguiente pagina:
(https://www.cancerrxgene.org/compound/Cisplatin/1005/overview/ic50). Después de 24
horas de incubacion, se analizo la viabilidad mediante la técnica colorimétrica de CellTiter
96® AQueous One Solution (Promega, USA), en donde a cada pozo de cultivo se
adicionaron 20 pl del reactivo y las células se incubaron durante 4 horas, al finalizar este
tiempo se determind la absorbancia a 490 nm en el equipo multimodal de lectura de placas
GloMax Explorer (Promega, USA). Este método colorimétrico permite determinar el
numero de células viables en ensayos de proliferacion, citotoxicidad o quimiosensibilidad
ya que la cantidad de formazan producido es directamente proporcional al nimero de
células vivas en cultivo. Los datos obtenidos de los triplicados experimentales se
transformaron, se normalizaron y se realiz6 una regresion no lineal dosis respuesta en la
que los valores del inhibidor en X (concentracion de CP) se transformaron a logaritmos y se
compararon con los valores normalizados de la respuesta (viabilidad) en Y, y se graficaron
las medias. Se utilizé una curva de referencia para las condiciones WT. Posteriormente se
analiz6 mediante una prueba de ANOVA de una via, la diferencia entre el ICso de las

distintas condiciones.
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Analisis de la extrusion mediada por MRP1. Para determinar el nivel de extrusion
mediado por MRP1 se utilizé el kit Vybrant Multidrug Resistance Assay Kit (Molecular
Probes, Oregon USA) haciendo una adecuacion al protocolo. Brevemente, se utiliz6 el
colorante fluorogénico calceina AM que contiene el kit, y se utiliz6 el inhibidor MK-571,
especifico de MRP1, en lugar de verapamil, en concentraciones desde 0, 10, 20, 40, 60, 80
y 100 uM (Santa Cruz Biotechnology). Se hicieron dos grupos experimentales: 1) Células
sin tratamiento (WT) y células desreguladas para CD73 (pSiren/siRNA-CD73-); y 2)
Células WT y células tratadas con 1mM de adenosina y 10 uM del antagonista de A2AR
(ZM241385). Después de cultivarlas durante 48 h con los tratamientos se despegaron y se
utilizaron 5x10° células por pozo por duplicado para cada concentracion, en placas de 96
pozos de fondo U, se afiadieron las distintas concentraciones del inhibidor MK-571 en 50
ul de medio, y se incubaron a 37 °C durante 15 minutos, a continuacion se afiadieron 50 pl
de calceina AM y se incubaron nuevamente a 37 °C durante 15 minutos, seguido de
centrifugacion 5 min a 2,000 rpm y dos lavados con medio de cultivo frio, al final las
células se resuspendieron en 200 pl de medio de cultivo frio y se colocaron en una placa
Cornig oscura de poliestireno no tratada de fondo plano (Cat:3915) para cuantificar la
fluorescencia en el lector de microplacas multimodo GloMax Explorer con un filtro de
emision de 500-550 nm y con el filtro de excitacion Azul 475 nm. Posteriormente se
realizaron los célculos para determinar el porcentaje de fluorescencia y se utiliz6 ANOVA
de una via para comparar el efecto de los diferentes tratamientos con respecto a las células

sin tratamiento.

Analisis estadistico: Los datos numéricos se presentan como el valor promedio + SEM de
tres experimentos independientes. Las comparaciones se evaluaron utilizando analisis
estadistico en GraphPad Prism version 8 (GraphPad Prism software, USA). Las diferencias

con p < 0.05 se consideraron significativas.
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RESULTADOS

Los receptores de adenosina A1AR, A2AR, A2BR Y A3R se expresan en lineas celulares
de CaCu

Se analiz6 mediante citometria de flujo el nivel de expresién de CD73 y de los ARs en las
células tumorales CaSki y HelLa (Figura 7). La expresion de todos los receptores es

positiva en ambas lineas celulares.
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Figura 7. Expresion de los receptores de adenosina en las células de CaCu. Se muestra la expresion de
AlR, A2AR, A2BR y A3R en las células CaSki y HeLa (histogramas en color rosa) y la autofluorescencia de

cada tipo celular (histogramas en color gris). Histogramas representativos de tres experimentos
independientes.

A excepcion de A2BR la expresion de AIR, A2AR y A3R entre ambas lineas celulares fue
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heterogénea, encontrandose mayor expresion de A1IR y A2AR en CaSki en relacién con
HeLay de A3R en HelL a respecto a CaSki.

Con base en estos resultados se confirm6 que en ambas lineas celulares de manera basal se
expresan los 4 ARs, por lo cual se podra analizar si tiene una relacién con la regulacién de
MRP1.

Ado incrementa la expresion de MRP1 en células de CaCu a través de A2AR.

Estudios recientes han reportado que la sefializacién de Ado a través de ARs es capaz de
regular la expresion de MRP1 en varios tipos tumorales y promover la quimiorresistencia
(Loi, S, et al., 2013; Quezada, C, et al., 2013; Torres A, et al., 2016; Yan A, et al., 2019).

Con la finalidad de analizar el efecto de Ado en la expresion de MRP1 en células de CaCu,
las lineas celulares CaSki y HelLa fueron cultivadas en presencia de diferentes
concentraciones de Ado (0.001, 0.001, 0.01, 0.1 y 1mM) durante 48h y la expresion de
MRP1 fue analizada mediante citometria de flujo. En ambas lineas celulares se observé un
incremento de MRP1 dependiente de la concentracion de Ado, encontrandose el mayor

incremento (30%) a la concentracion de 1mM (Figura 8a).

Posteriormente, para identificar el AR por el cual Ado sefaliza para inducir la expresion de
MRP1, las células CaSki y HeLa fueron cultivadas en presencia de 1mM de Ado y en
presencia o ausencia de 10uM de cada uno de los siguientes antagonistas especificos de
cada receptor: DPCPX (AlR), ZM241385 (A2AR), MRS1754 (A2BR) y MRS1523 (A3R).
De manera interesante, se observé que el blogueo de A2AR con ZM241385 revirtié de
manera significativa el incremento en el nivel de expresion de MRP1 inducido por Ado en
ambas lineas celulares. De hecho, los niveles de MRP1 obtenidos con el blogueo, fueron
inferiores a los de la expresion basal de esta proteina (Figura 8b), sugiriendo que la
sefializacion de Ado a través de A2AR es importante para mantener la expresion de MRP1

en estas células tumorales.
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Figura 8. Efecto de Ado y el bloqueo de ARs en la expresion de MRP1 en células de CaCu. a) Las células
CaSki y Hela (1x10°) fueron cultivadas por 48h con diferentes concentraciones de Ado (0, 0.001, 0.01, 0.1y
1mM) y la expresion de MRP1 fue analizada por citometria de flujo. La intensidad media de fluorescencia de
MRP1 en las células cultivadas en ausencia de Ado fue normalizado a 1. AF, Autofluorescencia. Histogramas
representativos de tres experimentos independientes. b) Expresién de MRP1 en las células CaSki y HelLa
cultivadas en presencia de ImM de Ado y en presencia (+) o ausencia (-) de 10 uM de los antagonistas
especificos de los ARs. Datos representativos de 3 experimentos independientes + SEM. *p<0.05, ANOVA

de una via.
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La inhibicién de CD73 disminuye la expresién de MRP1 en células de CaCu.

La via CD73-Adenosina en las células tumorales se ha asociado con la promocion de la
quimiorresistencia a diferentes agentes antineoplasicos (Loi, S, et al., 2013; Quezada, C, et
al., 2013; Torres A, et al., 2016; Yan A, et al., 2019). Para determinar si CD73 participa en
la regulacion de la expresion de MRP1 en las células de CaCu, nosotros utilizamos células
CaSki y Hela que previamente fueron inhibidas en la expresion de CD73 utilizando el
vector pSiren que contiene un siRNA dirigido a CD73 (pS/siRNA-CD73) y que mostraron
muy baja capacidad para hidrolizar el AMP a Ado (Garcia-Rocha R, et al., 2019).

La expresion de CD73 en las células CaSki-pS/siRNA-CD73 y HeLa-pS/siRNA-CD73 fue
significativamente menor a la mostrada por las células CaSki y HeLa parentales, CaSki-WT
y HeLa-WT, o a la mostrada por las células transfectadas solo con el vector pSiren, CaSki-
pS y HelLa-pS, respectivamente. De manera interesante, en las células CaSki-pS/siRNA-
CD73 y HelLa-pS/siRNA-CD73 se observo una disminucion significativa en la expresion
de MRP1 respecto a los controles CaSki-WT y HeLa-WT, y a las células CaSki-pS y HelL a-
pS, respectivamente (Figura 9). Estos resultados sugieren que CD73 es importante para el
mantenimiento de la expresion de MRP1 en las células tumorales de CaCu.
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Figura 9. Efecto de la inhibicién de CD73 en la expresion de MRP1 en células de CaCu. Células CaSki y
HeLa inhibidas en la expresion de CD73 mediante transfeccidn con el vector pSiren conteniendo un siRNA
dirigido a CD73 (pS/siRNA-CD73, barras en color rojo) fueron analizadas en la expresion de MRP1 mediante
citometria de flujo. Las células CaSki y HelLa parentales (WT, barras en color azul) y las células transfectadas
solo con el vector pSiren (pS, barras en color verde), fueron utilizadas como controles. La intensidad media

de fluorescencia de MRP1 en las células parentales fue normalizado a 1. Datos representativos de 3

experimentos independientes + SEM. * p<0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ANOVA de una via.

La inhibicion de CD73 o el bloqueo de A2AR disminuye la capacidad extrusiva de las

células de CaCu a través de MRP1.

Con la finalidad de conocer si la inhibicion de la expresion de CD73 o el bloqueo de A2AR

afectaba la capacidad extrusiva de las células de CaCu a través de MRP1, las células de
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CaCu fueron cultivadas en presencia de diferentes concentraciones de MK-571 (0 uM, 10
UM, 20 uM, 40 uM, 60 uM, 80 uM y 100 uM) el cual es un inhibidor especifico de MRP1,
y en presencia del colorante fluorogénico calceina AM el cual es fluorescente debido a la
actividad de esterasas en el citoplasma. La inhibicidon de la actividad de MRP1 en las
células CaSki-WT y HelLa-WT fue dependiente de la concentracion utilizada de MK-571,
la cual fue revelada por el incremento en el porcentaje intracelular de calceina fluorescente
(barras en color azul), encontrandose la mayor cantidad de calceina fluorescente
intracelular a la concentracién de 100 uM de MK-571 en ambas lineas celulares (Figura
10).

De manera interesante, las células CaSki-pS/siRNA-CD73 presentaron incrementos
significativos en el porcentaje de calceina fluorescente retenida intracelularmente en
relacion con CaSki-WT cuando se utilizaron concentraciones > 40uM de MK-571 (Figura
10a, barras en color rojo); mientras que no se observé dicho efecto en las células HeLa-
pS/siRNA-CD73 en relacion con HeLa-WT en cualquiera de las concentraciones utilizadas

de MK-571 (Figura 10b, barras en color rojo).

Por otro lado, las células CaSki-Ado+ZM?241385 y Hela-Ado+ZM241385 presentaron
incrementos significativos en el porcentaje de calceina fluorescente retenida
intracelularmente en relacion con CaSki-WT y HeLa-WT a concentraciones > 60uM y >

20uM de MK-571, respectivamente (Figuras 10b y 10d, barras en color purpura).

En conjunto, estos resultados indican que la inhibicion de CD73 o el bloqueo de A2AR
tiene efecto importante en la reduccion de la capacidad extrusiva mediada por MRP1 en las

células de CaCu.
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Figura 10. La inhibicién de CD73 o el bloqueo de A2AR en las células de CaCu disminuye la capacidad
extrusiva en las células de CaCu a través de MRP1. a) Células CaSki-WT y CaSki-pS-siRNA-CD73; b)
Células CaSki-WTy CaSki-Ado+ ZM241385; c) Células HeLa-WT y Hela -pS-siRNA-CD73;y d) Células
HelLa-WT y HelLa-Ado+ ZM241385, 5x10° de cada una de ellas, fueron cultivadas en presencia de diferentes
concentraciones (0, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 uM) de MK-571, inhibidor especifico de MRP1, y en presencia
del colorante fluorogénico calceina AM como sustrato de MRP1. El contenido intracelular de calceina
fluorescente en las células CaSki-WT y HeLa-WT en ausencia de MK-571 fue normalizado a 100%. Datos
representativos de 3 experimentos independientes + SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 y ****p <
0.0001, ANOVA de una via.

La inhibicion de CD73 o el bloqueo de A2AR favorecen la quimiosensibilidad al CP de

las células de CaCu

La RCP ha sido asociada con un aumento en la expresion de MRP1 en tumores de CaCu
(Roy, M & Mukherjee S. 2014; Feldman, R., et al., 2015). Tomando en consideracion que
la inhibicion de la expresion de CD73 o el bloqueo de A2AR disminuy0 significativamente
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la expresion de MRP1 y la capacidad extrusiva mediada por esta proteina en las células
CaSki y HelLa, se determind el efecto de CP en la viabilidad de las células tumorales de
CaCu bajo estas condiciones. Para ello se cultivaron las células tanto CaSki y HelLa
inhibidas para CD73 y con ZM241385 para bloquear A2AR en presencia de diferentes
concentraciones de CP (0, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 uM) durante 24 h.

Las celulas CaSki-pS/siRNA-CD73 y HelLa-pS/siRNA-CD73 fueron significativamente
mas quimiosensibles al CP en relacion con las células CaSki-WT o HelLa-WT,
respectivamente (Figura 11a). Con base en las curvas de viabilidad, los valores de I1Cso
obtenidos para CaSki-WT, CaSki-pS y CaSki-pS/siRNA-CD73 fueron: 31.87 uM, 30.86
UM y 19.64 puM, respectivamente; y para HeLa-WT, HeLa-pS y HelLa-pS/siRNA-CD73
fueron 22.2 uM, 22.34 uM y 16.52 uM, respectivamente (Figura 11d).

Por otro lado, las células CaSki-Ado y HelLa-Ado presentaron un incremento en los valores
de 1Cso de CP en relacién con CaSki-WT y HeLa-WT, respectivamente, confirmando que
la Ado induce un aumento en la quimiorresistencia, por el contrario, se observé que las
células CaSki-Ado+ZM241385 y HelLa-Ado+ZM241385 fueron significativamente mas
quimiosensibles al tratamiento con CP en relacion con las células CaSki-WT y HeLa-WT,
respectivamente (Figura 11b).

Los valores de ICso obtenidos para CaSki-Ado y CaSki-Ado+ZM241385 fueron 42 uM y
11.62 UM, respectivamente; y para HeLa-Ado y HelLa-Ado+ZM241385 fueron: 26.26 uM
y 15.83 uM respectivamente (Figura 11d) lo que indica una sensibilizacion al CP al
bloquear A2AR.

Por otro lado, es importante mencionar que el incremento en la sensibilidad a CP observado
en las células de CaCu disminuidas en la expresion de CD73 o con bloqueo en A2AR fue
comparable al obtenido en las células de CaCu tratadas con 100uM de MK-571, un
inhibidor especifico de MRP1 (Gekeler V, et al., 1995) cuyos valores de ICso obtenidos
fueron 14.76 uM en CaSki y 10.77 uM en HeLa (Figura 11d).

En conjunto, estos resultados sugieren que la expresion de CD73 y la sefializacion de Ado a

través de A2AR son importantes para el mantenimiento de la expresion de MRP1 y la RCP
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en las células de CaCu, y que la inhibicion de CD73 o bloqueo de A2AR favorece la
quimiosensibilidad de estas células a CP, lo cual podria ser de utilidad para mejorar la
terapia con CP en pacientes con CaCu avanzado o recurrente.
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Figura 11. Efecto de CP en la viabilidad de células de CaCu inhibidas en la expresion de CD73 o con
blogueo en A2AR. El efecto de diferentes concentraciones de CP (0, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 uM) fue
evaluado mediante ensayos de la viabilidad en las siguientes condiciones: a) células CaSki y Hela parentales
(WT), transfectadas con el vector pSiren (pSiren), o transfectadas con el vector pSiren conteniendo un siRNA
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dirigido a CD73 (pS/siRNA-CD73); b) células CaSki y HelLa parentales (WT), tratadas con 1mM de Ado
(Ado), o tratadas con Ado en presencia de 10uM del antagonista de A2AR (Ado+ZM?241385); c) células
CaSki y HelLa parentales (WT) o células CaSki y Hela tratadas con 100 uM de MK-571; d) anélisis de
ANOVA de una via donde se compara el ICso cada una de las condiciones con el control (WT), datos
representativos de 3 experimentos independientes £ SEM. *p < 0.05, ***p < 0.001 y ****p < 0.0001; e)
valores de 1Cs de CP para cada condicion con el intervalo de confianza (R?). Los ICs se calcularon usando la
version 8 de GraphPad Prism empleando los valores de OD de cada condicion y las concentraciones de CP

[uM] transformados a logaritmo y normalizados de tres experimentos independientes.

DISCUSION

El objetivo farmacol6gico de los agentes quimioterapéuticos contra células cancerosas es
administrar la suficiente cantidad de farmaco para inducir apoptosis de las células malignas
(Yuan T, et al., 2021). Sin embargo, la reduccién en la acumulacion del farmaco, debido a
la presencia de transportadores ABC pueden estar involucrados en un aumento en el eflujo
de estos agentes, disminuyendo asi su eficacia y contribuyendo al desarrollo de MDR
(Munoz M, et al., 2007).

Entre estos transportadores, la proteina MRP1 es responsable de la extrusion de un amplio
espectro de sustratos a través de la membrana plasmaética, incluyendo antineoplasicos como
doxorrubicina, vincristina, paclitaxel, irinotecan, metotrexato y CP (Poku VO, Hiram SH,
2022). Por esta razon, el objetivo de identificar moduladores de MRP1 es de gran interés

para la investigacion oncologica y de gran valor clinico en el tratamiento de la MDR.

En este contexto, una gran variedad de moduladores de MRP1, los cuales incluyen
derivados de fitoquimicos, terapia basada en miRNAs e inhibidores de la tirosina quinasa
(TKI), han tenido efectos significativos en la regulacion de la actividad de este
transportador, sin embargo, uno de los desafios encontrados en los ensayos clinicos ha sido
su baja eficacia y seguridad cuando se aplica en modelos in vivo (Poku VO, Hiram SH,
2022).

40



Por otro lado, estudios recientes han reportado que la generacion de Ado, a travées de la
actividad biologica de CD73, participa de manera importante en el desarrollo de la
quimiorresistencia a vincristina en células tumorales de glioblastoma debido al incremento
en la expresion MRP1 (Loi S, et al., 2013; Quezada C, et al., 2013; Torres A, et al., 2016;
Yan A, et al., 2020).

En el presente estudio encontramos que Ado modula positivamente la expresion de MRP1
en células tumorales de CaCu de manera dependiente de la concentracion, lo que implica
que las altas concentraciones de Ado (>50uM) en el microambiente tumoral producidas por
la hidrdlisis de los nucledtidos de adenina a través de las ectonucleotidasas CD39 y CD73,
lo cual es caracteristico de los tumores ginecologicos (Bahreyni A, et al., 2018) contribuyen
a mantener niveles altos de MRP1 en las células tumorales de CaCu, lo cual podria

contribuir al desarrollo de RCP en las pacientes.

En un estudio previo observamos que la inhibicion en la expresion de CD73 en células de
CaCu redujo la capacidad de estas células para generar Ado a partir de la hidrélisis de AMP
(Garcia-Rocha R, et al., 2019). De manera interesante, en el presente estudio observamos
que en las células con inhibicion de la expresion de CD/#, CaSki-pS/siRNA-CD73 y HeL a-
pS/SiRNA-CD73, se disminuye significativamente la expresion de MRP1, probablemente
debido a la disminucion de la produccion de Ado, disminuyendo su actividad de

sefializacion a través de los ARs.

En concordancia con lo anterior, observamos que la sefializacion de Ado a través de A2AR
puede ser importante en el mantenimiento de la expresiéon de MRP1 en las células
tumorales CaSki y HelLa, debido a que el bloqueo de A2AR con el antagonista especifico
ZM241385, fue capaz de revertir el incremento en el nivel de expresion de MRP1 inducido

por Ado en ambas lineas celulares.

En conjunto estos resultados nos sugieren que la actividad de CD73 y la sefalizacion a
través de A2AR pueden ser claves en la induccion de MRP1 en CaCu. Resultados similares

se han observado en células similares a troncales de glioblastoma humano, en las que la
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interaccion de Ado con A3R favorece el aumento en la expresion de MRP1 a través de la
via de sefalizacion PI3K/Akt (Torres A, et al., 2016). En células de carcinoma
hepatocelular (HCC), la sefializacion de Ado con A2AR indujo activacion de Rapl y el
reclutamiento de P110p en la membrana plasmatica para promover la produccion de PIP3 'y
la fosforilacion de Akt (Ma XL, et al., 2019), lo cual nos proporciona un indicio sobre la
via de sefializacion que podria estar activando la Ado a traves de A2AR, para inducir el

aumento en la expresién de MRP1.

Por otra parte, el transportador MRP1 se ha encontrado expresado en lineas celulares de
CaCu (Roy, M & Mukherjee, S) y aproximadamente en 85% de los tumores de CaCu, en
donde el tratamiento de CaCu avanzado o recurrente con CP se ha asociado con bajas tasas
de respuesta (10- 20%) y de remision completa (8-12%) (Leath, CA, et al., 2014). Por
tanto, la disminucion en la expresién de MRP1 en los tumores de estas pacientes seria de
gran utilidad para favorecer la quimiosensibilidad a CP. En el presente trabajo observamos
la inhibicién en la expresion de CD73 o el bloqueo de A2AR en células de CaCu disminuye

de manera significativa la expresion de MRP1 y su capacidad extrusiva.

Con respecto a la actividad de extrusion de MRP1, cuando las células con inhibicion en la
expresion de CD73 o bloqueadas en A2AR fueron tratadas con MK-57, inhibidor
especifico de MRP, se observé una mayor retencién de calceina en comparacion con las
células no tratadas, es decir, que al aumentar la concentracion intracelular del farmaco,
estariamos hablando de una quimiosensibilizacion, este efecto se observa principalmente en
la linea celular CaSki. Resultados similares, se ha observado en células de glioblastoma
multiforme, en donde la disminucion de la expresion de CD73, a través del empleo de
siRNAs, ha sido efectiva para revertir la quimiorresistencia a vincristina (Torres A, et al.,
2016; Yan A, et al., 2019).

Para probar si la modulacion de MRP1 observada en las células CaSki y HelLa mediante la
inhibicion de la expresion de CD73 o con bloqueo de A2AR es capaz de sensibilizar a estas
celulas al tratamiento con CP, se observd que efectivamente, requieren menores

concentraciones de CP con respecto a las células tumorales parentales. Por tanto, si la
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modulacion de MRP1 a través de la inhibicion de CD73 o el bloqueo de la sefializacion de
Ado a través de A2AR ocurre en otras lineas celulares de CaCu, esta estrategia podria ser
de utilidad para revertir la RCP en pacientes con CaCu, aunque con los resultados
obtenidos podemos sugerir que el efecto es independiente al tipo de VPH, ya que el efecto
se observa tanto en células CaSki (VPH-16%) y HeLa (VPH-18%).

Con respecto a A2AR se sabe que es un receptor de alta afinidad para adenosina (Muller-
Haegele S, et al., 2014; Olah ME, & Stiles GL., 1995), y ademéas es ampliamente
distribuido en la superficie de la mayoria de las células inmunitarias (Young A, et al., 2018;
Halpin-Veszeleiova K, et al., 2020; Ohta A & Sitkovsky M, 2009).

Se observd a través de un andlisis bioinformatico, empleando datos del Cancer Genome
Atlas (TCGA), que en 32 tipos de cancer, la sobreexpresion de A2AR en los tumores de
pacientes se asocia con un peor prondstico en comparacion con aquellos que presentaron
baja expresion de A2AR, lo que sugiere que la sefializacion de Ado sobre A2AR puede
tener un papel importante en la progresién tumoral (Sun, C, et al., 2022). De hecho, la
quimiorresistencia asociada con la sefializacion de Ado sobre A2AR ha sido reportada en
células de cancer de mama triple negativo, debido a que el tratamiento de las células
tumorales con antagonistas especificos para A2AR mejoroé el efecto de doxorrubicina para

inducir apoptosis en las células tumorales (Armand P, et al., 2013).

Por otro lado, también se ha observado que la expresion de A2AR en las células efectoras
del sistema inmune juega un papel importante en la respuesta a la quimioterapia, en un
estudio se observo que pacientes con cancer de mama triple negativo con baja expresion de
A2AR en las células T CD8+ mostraron una mejor respuesta al tratamiento neoadyuvante
con 5FU, doxorrubicina y ciclofosmamida en comparacion con pacientes cuyos linfocitos T

CDB8+ mostraron mayor expresion de A2AR (Ruiz-Rodriguez, V. et al., 2021).

De manera interesante, en estudios previos de nuestro grupo de investigacion, se observd
que el bloqueo de A2AR en células de CaCu, redujo su capacidad para producir las

citocinas inmunosupresoras IL-10 y TGF-$ (Garcia-Rocha R, et al. 2019). Estos resultados
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en conjunto sugieren que la inhibicion farmacoldgica de A2AR podria por un lado, mejorar
la respuesta inmune antitumoral al evitar la supresion inmune, y por otro lado, sensibilizar a
las células tumorales para hacer mas eficiente la quimioterapia, lo que ha llevado a
proponer que la intervencion de la sefializacion de Ado a través de A2AR sea una

alternativa en la terapia contra el cancer (Sun C, et al., 2022).

Actualmente, varios agentes especificos para atenuar las actividades de A2AR y CD73
estan siendo evaluados en las terapias contra el cancer en multiples ensayos clinicos. Estos
ensayos pretenden evaluar la seguridad asociada ya sea a través de la inhibicion de CD73
(Siu LL, et al., 2018; Luke J, et al., 2019) o mediante el bloqueo de la sefalizacion de Ado
a través de A2AR (Chiappori A, et al., 2018, Buisseret L, et al., 2021; Fong L, et al.,
2020) para revertir los efectos supresores de Ado sobre la inmunidad antitumoral al ser
utilizados como monoterapia o junto con inhibidores de puntos de control inmune o

agentes antineoplasicos (Powderly J, et al., 2019).

En este contexto, algunos ensayos clinicos preliminares que incluyeron el uso del
anticuerpo anti-CD73, BMS-986179, (Siu LL, et al., 2018) y CPI1-006 (Luke J, et al., 2019)
y algunos antagonistas de A2AR, NIR178 (PBF-509) (Chiappori A, et al., 2018),
inupadenant (EOS-850) (Buisseret L, et al., 2021) y Ciforadenant (CPI-444) (Fong L, et al.,
2020; Harshman LC, et al., 2020), asi como el antagonista dual A2AR/A2BR, AB928,
(Seitz L, et al., 2019; Powderly J, et al., 2019), han sido bien tolerados por los pacientes en
las pruebas clinicas y han mostrado tener efectos alentadores en el tratamiento del cancer.
En otro ensayo clinico en donde se incluyeron 68 pacientes con cancer de prostata que
recibieron el antagonista de A2A ciforadenant (CPI-444) o ciforadenant (CP1-444) mas
terapia con atezolizumab (anti PD-L1) se observo actividad antitumoral principalmente con

el tratamiento combinado (Harshman LC, et al., 2020).

Estas experiencias clinicas indican que los antagonistas de A2AR son bien tolerados en
pacientes con cancer avanzado, aunque aun se realizan mas estudios para determinar su
eficacia. Asimismo, serd importante conocer si estas estrategias también tienen efecto en la

disminucion de la expresion de los transportadores participantes en la extrusion de los
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agentes antineoplasicos en las células tumorales con el objetivo de mejorar los tratamientos

del cancer a base de quimioterapia.
CONCLUSION

Este estudio proporciona la primera evidencia que demuestra que la inhibicién de CD73 o
el bloqueo de la sefializacion de Ado a través de A2AR modula negativamente la expresion
de MRP1 en células CaCu, aumentando la acumulacidn intracelular del cisplatino, lo que
favorece su sensibilidad al tratamiento con CP (Figura 12). Este descubrimiento puede
tener importancia clinica como blanco terapéutico para revertir la RCP en pacientes con

CaCu avanzado o recurrente.

Extracelular |

! MRP1
Intracelular

Cl,  WNHg Cl, —~ NH3 CL,  NH3 Cl.,, — «NHz
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~ ~
o SN, ©7 NHy o e, 7 NHg

Figura 12. Resumen grafico. La disminucion en la expresion de CD73 y el bloqueo de A2AR induce una
disminucion en la expresién de la bomba de extrusion MRP1, lo cual tiene como efecto la disminucidn en la

concentracion intracelular de cisplatino, lo cual favorece la respuesta al tratamiento con CP.

PERSPECTIVAS

El desarrollo de MDR es una de las principales causas de falla en la quimioterapia del
cancer. Para contrarrestar este fendmeno, actualmente se desarrollan enfoques integrales

evaluando las propiedades fisicas de cada tipo tumoral (carga tumoral, tasa de crecimiento
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y localizacion) y haciendo estudios moleculares (mutaciones, sobre expresion de genes,
miRNAs etc.) para establecer bases de datos que permitan disefiar tratamientos
personalizados y adaptables, los cuales en la mayoria de los casos implican un alto costo
(Boehm J.S, et al., 2021). En este sentido, una de las perspectivas actuales es buscar
farmacos nuevos, o el reposicionamiento de algunos ya conocidos, de menores costos, que
se aplican para algunos sintomas, con el fin de revertir la MDR. Con base en los resultados
de este estudio, seria interesante evaluar algunos farmacos que tengan efecto en la

regulacién de la expresion de CD73 y/o A2AR.
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Abstract

Recently, a link between the biological activity of CD73 in solid tumors and
multidrug resistance protein (MRP) has been proposed. Cisplatin (CP) is the most
widely used anticancer agent to treat advanced and recurrent cervical cancer (CC).
However, multidrug resistance protein-1 (MRP1) is overexpressed in approximately
85% of these tumors and has been strongly associated with cisplatin resistance
(CPR). In this study, we examine the involvement of CD73 and the interaction of
adenosine (ADQ) with its receptors (ARs) in MRP1 expression in CC cells. We found
that ADO positively modulates MRP1 expression in CC cells in a dose-dependent
manner. The inhibition of CD73 expression with a CD73-targeted siRNA and A2AR
blockade with the selective antagonist ZM241385 significantly decreased MRP1
expression and the extrusive capacity of CC cells, making them significantly more
sensitive to CP treatment than cancer cells treated with MK-751, a specific MRP1
inhibitor. These results suggest CD73 inhibition or blocking ADO signaling through
AZ2AR could be strategies to reverse CPR in patients with advanced or recurrent CC,
which is characterized by very low response rates to CP (10%-20%).

KEYWORDS
CD73-adenosine pathway, chemosensitivity, cisplatin resistance, extrusion, MRP1
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1 | INTRODUCTION

Cervical cancer (CC) is the fourth most common type of cancer in
women and represents a major public health problem worldwide. In
2020, approximately 600,000 new cases and 340,000 deaths were
reported, over 80% of which occurred in developing countries.*?
Persistent high-risk human papillomavirus (HR-HPV) infection is a
major risk factor for the development of low-grade squamous
intraepithelial lesions (LSILs), which can progress to high-grade
squamous intraepithelial lesions (HSILs) and eventually to CC.* CC
can be treated with surgery, radiation and/or chemotherapy,
producing remission in 80%-90% of stage | and 60% of stage Il
patients. However, in advanced stages (lll and IV), the survival rate at
1 year is less than 20%.* Cisplatin (CP) has been used to treat CC
since the early 1980s, and it currently remains the most widely used
anticancer agent to treat advanced and recurrent CC.>¢ CP was
synthesized in 1965 and initially used to inhibit bacterial growth, but
years later, it was also found to inhibit the growth of cancer cells,”
favoring its wide use in the treatment of various malignancies
including breast, testicular, ovarian, prostate, head and neck, bladder,
and lung cancers, along with refractory non-Hodgkin lymphoma.® *°
Its mechanism of action is binding to the reactive N7 center at purine
residues to cause DNA damage in cancer cells and form adducts, 0%
of which are intrastrand GpG and 10% ApG; these adducts block cell
division and cause apoptotic cell death.*® In addition, CP induces
oxidative stress in cells by forming reactive oxygen species (ROS),
such as hydroxyl and superoxide radicals, which depend on the CP
concentration and exposure time.'?'** Response rates (10-20%) and
complete remission rates (8%-12%) in the treatment of advanced or
recurrent CC with CP have been attributed to the resistance some
cancer cells can develop through intrinsic mechanisms, such as
increased drug extrusion, which mediated by members of the ATP-
binding cassette (ABC) transporter superfamily, leading to cisplatin
resistance (CPR).**" Y These transporter proteins regulate the
transmembrane efflux of multiple antineoplastic agents, drugs,
xenobiotics and metabolites, expelling them into the extracellular
space and thus decreasing their intracellular effect.’®

The ABC transporters associated with CPR in CC include P-
glycoprotein (P-gp),1??° ATPases ATP7A and ATP7B2%% and
multidrug resistance protein-1 (MRP1), which has been found to be
strongly expressed in CC cell lines?* and in approximately 85% of CC
tumors.?® Therefore, elucidating the molecular mechanisms under-
lying the expression of these transporters is important to improve the
response to treatment with CP.

Adenosine (ADOQ) generation and the signaling of this nucleoside
in cancer cells have recently been reported play an important role in
tumor growth, immunosuppression, immune response evasion,
metastasis, and chemoresistance.”*™** ADO is produced at sites of
metabolic stress associated with hypoxia, ischemia, trauma, or
inflammation. It is even produced in the tumor microenvironment
(TME) via the adenosinergic pathway, where high concentrations of
adenosine triphosphate/adenosine diphosphate (ATP/ADP) above
50uM are converted to adenosine monophosphate (AMP) by the

Significance Statement

This study provides the first evidence to show that the
inhibition of CD73 or blocking ADO signaling through
A2AR negatively modulates MRP1 expression in CC cells,
increasing their sensitivity to CP treatment. This finding
may have clinical significance as a therapeutic target for
reversing CPR in patients with advanced or recurrent CC.

hydrolytic activity of the ectoenzyme CD39 (ectonucleoside
triphosphate diphosphohydrolase-1, ENTPD1; EC 3.6.1.5). These
products are subsequently converted to ADO by 5'-ectonucleotidase
activity (CD73, EC 3.1.3.5).%°-32 Most ADO signaling activities are
mediated by adenosine receptors (ARs) in the cell membrane, which
are coupled to G proteins; these receptors are divided into four
subtypes (A1R, A2AR, A2BR, and A3R).*>~*° Interestingly, both CD73
activity and ADO signaling have been found to be significantly
associated with increased cancer cell chemoresistance through the
modulation of MRP1 expression. For example, high CD73 expression
has been associated with chemoresistance to doxorubicin and poor
prognosis in triple-negative breast cancer.*® Likewise, ADO signaling
through A3R has also been reported to regulate resistance to
vincristine in glioblastoma multiforme cells by increasing MRP1
expression.’”?® In a mouse glioblastoma model, CD73 expression
and ADO signaling via A2BR were reported to promote glioblastoma
pathogenesis and chemoresistance to temozolomide through
increased MRP1 expression, respectively.>?

We have previously reported that HR-HPV-positive CC cells
express high CD73 levels in the cell membrane and have a high
capacity to generate ADO.*° Furthermore, we reported that this
pathway is important for increasing the protumorigenic character-
istics of CC cells, including increased MRP1 expression.** Therefore,
in this study, we examined the effect of CD73 and the interaction of
ADO with ARs on MRP1 expression in CC cells. We found that ADO
induced an increase in MRP1 expression in CC cells by interacting
with A2AR. Inhibiting CD73 expression or blocking A2AR with the
selective antagonist ZM241385 decreased MRP1 expression and
increased the sensitivity of CC cells to CP compared to cancer cells
treated only with MK-751, a specific inhibitor of MRP1. This finding
is potentially relevant in clinical practice as a therapeutic target for

reversing CPR in patients with advanced or recurrent CC.
2 | METHODOLOGY

2.1 | Cell lines

The CC, CaSki (HPV 16+), and HeLa (HPV 18+) cell lines used in this
study were obtained from the American Type Culture Collection

[ATCC) and were tested and found free of mycoplasma. The
authenticity of each line was verified using short tandem repeat
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(STR) genetic profiling. Cells were cultured in culture dishes with
RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich) supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS; Gibco), 100 U/uL penicillin, 100 U/uL strepto-
mycin (Gibco), and 5 mM L-glutamine (Gibco) and incubated at 37°C
with 5% CO- in a humidified atmosphere.

2.2 | Cell cultures

To determine the effect of ADO on MRP1 expression, CaSki and
Hela cell lines {1x10°) were cultured in six-well plates in the
presence of different concentrations of ADO (0.001, 0.01, 0.1, and
1 mM) for 48 h, To block the interaction of ADO with ARs, 10 uM
(final concentration) of the specific antagonists for A1R (DPCPX),
A2AR (ZM241385), A2BR (MRS1754), and A3R (MRS1523) (Sigma-
Aldrich) were added 30min before adding ADO (1mM, final
concentration). The cultures were maintained for 48 h.

23 | Flow cytometry

The expression of CD73, MRP1, A1R, A2AR, A2BR, and A3R in CaSki
and Hela cell lines was determined by flow cytometry using the
following antibodies: CD73-PE (PHA550257, BD Pharmingen), anti-
MRP1 (MRPM5, Abcam), A1R-AF647 (s-4235R-A647, Bioss), A2AR-
PE (NBP1-39474PE, Novus Biologicals), A2BR-AF750 (s-5900R-
A750, Bioss), and A3R-FITC (orb399642, Biorbyt). The secondary
antibody used was FITC-conjugated goat anti-mouse (F5262, Sigma-
Aldrich). The experiments were performed in triplicate. For each
measurement, 1x 107 cells were counted on a BD FACS Canto Il
cytometer and analyzed with Flow Jo 10 software.

24 | Effect of CP on cell viability

To determine the effect of CP on the viability of CC cells cultured
under the different experimental conditions, 2x 10% cells were
cultured in triplicate in a 96-well plate in the presence of different
concentrations of CP (1, 3.15, 6.25, 12.5, 25, 50, and 100 uM) for
24 h in a final volume of 100 uL. As a negative control, cells were
cultured in the absence of CP. Cell viability was determined using
CellTiter 96™ Aqueous One Solution reagent (Promega) following
the manufacturer's instructions. The bioreduction of the tetrazolium
compound [3-{4,5 dimethylthiazole-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphe
nyl)-2-{4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, internal salt; MTS] to for-
mazan was determined at a wavelength of 490 nm in a multimodal
microplate reader (GloMax Explorer, Promega). The percentage of
viable cells in each group was calculated based on the optical
density (OD) of the negative control, which was normalized to
100%. The ICsq values of CP for each cell type were calculated
using GraphPad Prism version 8 using log-transformed and
normalized OD values and CP concentrations (uM) from three
experiments.

CELL BIOCHEMISTRY & FUNCTIONgAYYS| LEY—I—3

2.5 | Analysis of the extrusive capacity of CC cells

To determine the extrusive capacity of CC cells, 5 x 10° CC cells were
cultured in the presence of the fluorogenic dye calcein-AM according
to the protocol provided by the manufacturer of the Viybrant Multidrug
Resistance Assay Kit (Molecular Probes). Different concentrations of
MK-751 (Santa Cruz Biotechnology; 0, 10, 20, 40, 60, 80, and 100 puM),
a specific inhibitor of MRP1, were added to these cells, which were
cultured in a final volume of 200 uL. The cells were resuspended in
100 L of cold Opti-MEM culture medium and placed on a dark flat-
bottomed polystyrene plate (Corning) to quantify fluorescence in a
multimode microplate reader (GloMax Explorer, Promega) with a
500-550 nm emission filter and 475 nm Blue excitation filter.

2.6 | Statistical analysis

All numerical data are shown as the average value + SEM of three
independent experiments. Comparisons were performed by multi-
variate statistical analysis in GraphPad Prism version 8 (GraphPad
Prism Software). The differences were considered significant
at p<.05.

3 | RESULTS

3.1 | ADO increases MRP1 expression in CC cells
through A2AR

Recent studies have reported AR-mediated ADO signaling can
increase MRP1 expression to promote chemoresistance in various
3639 Tg analyze the effect of ADO on MRP1 expression
in CC cells, CaSki and HeLa cell lines were cultured in the presence of
different concentrations of ADO (0.001, 0.01, 0.1, and 1 mM) for
48 h, and MRP1 expression was analyzed by flow cytometry. An ADO
dose-dependent increase in MRP1 was observed in both cell lines,

solid tumors.

with the highest increase (30%) at a concentration of 1mM
(Figure 1A). To identify the AR by which ADO signals to induce
MRP1 expression, CaSki and Hela cells were cultured in the
presence of 1mM ADO and in the presence or absence of 10 uM
DPCPX, ZM241385, MRS1754, and MRS51523, specific antagonists
of A1R, A2AR, A2BR, and A3R, respectively. The expression of ARs
was previously analyzed in CaSki and Hela cell lines. Except for
AZBR, the expression of ARs (A1R, A2AR, and A3R) was heteroge-
neous between the two cell lines, with higher expression of A1R and
AZAR in CaSki cells than in Hela cells and higher expression of A3R
in Hela cells than CaSki cells (Supporting Information: Figure 1).
Interestingly, A2AR blockade significantly reversed the ADO-induced
increase in MRP1 expression in both cell lines. In fact, the MRP1
levels resulting from the blockade of this receptor were lower than
the basal expression levels of this protein in both cell lines
(Figure 1B), suggesting that ADO signaling through A2AR is
important in maintaining MRP1 expression in these cancer cells.
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FIGURE 1 Effect of ADO and blockade of ARs on MRP1 expression in CC cells. (A) CaSki and Hela cells, 1 x 10° of each, were cultured for
48 h with different concentrations of ADO (0, 0.001, 0.01, 0.1, and 1 mM), and MRP1 expression was analyzed by flow cytometry. The mean
fluorescence intensity of MRP1 in cells cultured in the absence of ADO was normalized to 1. AF, Autofluorescence. Representative histograms
from three independent experiments. (B) MRP1 expression in CaSki and Hela cells cultured in the presence of 1 mM ADO and presence (+) or
absence (-) of 10 uM DPCPX, ZM241385, MRS1754, and MRS1523, specific antagonists of A1R, A2AR, A2BR, and A3R, respectively, which are

indicated in parentheses. Representative data from three independent experiments + SEM. *p < .05, one-way ANOVA.

3.2 | CD73 inhibition decreases MRP1 expression
in CC cells

CD73 overexpression in cancer cells has been associated with
promoting chemoresistance to different antineoplastic agents.* To
determine whether CD73 participates in regulating MRP1 expression
in CC cells, we used CaSki and Hela cells in which CD73 was
previously downregulated using the pSIREN vector containing a
SiIRNA that targets CD73 (pS/siRNA-CD73).** CD73 expression was
significantly lower in CaSki-pS/siRNA-CD73 and Hela-pS/siRNA-
CD73 cells than in their respective parental CaSki and Hela cells
(CaSki-WT and HeLa-WT cells, respectively) and in CaSki and HelLa
cells transfected only with the vector pSIREN (CaSki-pS, and Hela-
pS, respectively; Figure 2). Interestingly, MRP1 expression was
significantly decreased in CaSki-pS/siRNA-CD73 cells compared to
CaSki-WT and CaSki-pS cells and in Hela-pS/siRNA-CD73 cells
compared to HeLa-WT and HelLa-pS (Figure 2). These resullts strongly
suggest that the presence of CD73 is important for maintaining
MRP1 expression in CC cells.

3.3 | CD73 inhibition or A2AR blockade decreases
the extrusive capacity of CC cells

To analyze the effect of inhibiting CD73 expression or blocking A2AR
on the extrusive capacity of CC cells, the cells were cultured in the
presence of different concentrations of MK-751 (0, 10, 20, 40, 60, 80,
and 100 uMy}, a specific inhibitor of MRP1,%% and the fluorogenic dye
calcein-AM, a substrate of MRP1. The inhibition of MRP1 activity in
CaSki-WT and Hela-WT cells depended on the concentration of MK-
751, as revealed by an increase in the intracellular percentage of
calcein-AM (blue bars). The amount of intracellular calcein-AM was
highest in both cell lines when they were treated with 100 pM MK751
(Figure 3). Interestingly, CaSki-pS/siRNA-CD73 cells exhibited signifi-
cant increases in the percentage of intracellularly retained calcein-AM
compared to CaSki-WT when using concentrations of MK-
7512 40uM (Figure 3A, red bars); however, no such effect was
observed in HeLa-pS/siRNA-CD73 cells compared to HeLa-WT at any
of the MK-751 concentrations used (Figure 3B, red bars). Conversely,
blocking A2AR in CaSki and Hela cells, CaSki-ADO + ZM241385 and
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FIGURE 2 Effect of CD73 inhibition on MRP1 expression in CC
cells. CaSki and Hela cells in which CD73 expression was
downregulated by transfection with the pSIREN vector containing a
siRNA that targets CD73 (pS/siRNA-CD73) were analyzed for MRP1
expression by flow cytometry. Parental CaSki and Hela cells (WT)
and cells transfected only with the pSIREN vector (pS) were used as
controls. The mean fluorescence intensity of CD73 and MRP1
expression in the parental cells was normalized to 1. Representative
data from three independent experiments £ SEM. *p < .05; **p < .01;
***p <.001, one-way ANOVA.

HelLa-ADO + ZM241385, respectively, significantly increased the
percentage of intracellularly retained calcein-AM compared to CaSki-
WT and Hela-WT at MK-751 concentrations 260 and 220 pM,
respectively (Figure 3BD, purple bars). These results indicate CD73
inhibition or A2AR blockade decreases the extrusive capacity of CC
cells.

3.4 | CD73 inhibition or A2AR blockade increases
the sensitivity of CC cells to CP

CPR has been associated with MRP1 overexpression in CC
tumors.?*?% Because the inhibition of CD73 expression or A2AR
blockade significantly decreased MRP1 expression and the extrusive
capacity of CaSki and Hela cells, we analyzed the effect of CP on the

CELL BIOCHEMISTRY & FUNCTION A%\ LEY—I—5

viability of CC cells under these conditions. To this end, CaSki-pS/
siRNA-CD73 and HeLa-pS/siRNA-CD73 cells, along with the CaSki-
ADO +ZM241385 and HelLa-ADO +ZM241385 cells, were cultured
for 24 h in the presence of different concentrations of CP (0, 3.12,
6.25, 12.5, 25, 50, and 100 uM). CaSki-pS/siRNA-CD73 cells were
significantly more sensitive to CP treatment than CaSki-WT or CaSki-
pS cells, and HelLa-pS/siRNA-CD73 cells were significantly more
sensitive to CP treatment than HeLa-WT or HeLa-pS cells (Figure 4A).
Based on the viability curves, the 1Csg values obtained for CaSki-WT,
CaSki-pS, and CaSki-pS/siRNA-CD73 were 31.87, 30.86, and
19.64 uM, respectively; for Hela-WT, Hela-pS, and Hela-pS/
siRNA-CD73 cells, these values were 22.2, 22.34, and 16.52 uM,
respectively (Figure 4D). Moreover, CaSki-ADO and Hela-ADO cells
showed an increase in the ICs values of CP compared to CaSki-WT
and HeLa-WT, respectively. However, CaSki-ADO + ZM241385 cells
were significantly more sensitive to CP treatment than CaSki-WT and
CaSki-ADO cells, and Hela-ADO +ZM241385 cells were signifi-
cantly more sensitive to CP treatment than HelLa-WT and HeLa-ADO
cells (Figure 4B). The IC5q values obtained for CaSki-ADO and CaSki-
ADO+ZM241385 cells were 42 and 11.62 uM, respectively; for
HeLa-ADO and HelLa-ADO +ZM241385 cells, these values were
26.26 and 15.83uM, respectively (Figure 4D). Notably, the increase
in sensitivity to CP observed in CC cells with decreased CD73
expression or in which A2AR was blocked was comparable to that
obtained in CC cells treated with 100 uM MK-751 (CaSki-MK-751
and Hela-MK-751), which showed ICs; values of 14.76 and
10.77 uM, respectively (Figure 4C). These results suggest that
CD73 expression and ADO signaling through A2AR are important
for maintaining MRP1 expression and CPR in CC cells, which could be
targeted for improving CP therapy in patients with advanced or
recurrent CC.

4 | DISCUSSION

The pharmacological goal of chemotherapeutic agents against cancer
cells is to deliver a sufficient amount of the drug to damage these
cells.** However, the reduction in drug accumulation due to the
presence of ABC transporters may be involved in the efflux of these
agents, which decreases their efficacy and contributes to the
development of multidrug resistance.** Among these transporters,
the MRP1 protein is responsible for the extrusion of a broad
spectrum of substrates across the plasma membrane, including
antineoplastics, such as doxorubicin, vincristine, paclitaxel, irinotecan,
methotrexate, and cisplatin.® Therefore, identifying MRP1 modula-
tors is of great interest for cancer research and of great clinical value
in the treatment of multidrug resistance. To this end, a wide variety
of MRP1 modulators, including phytochemical derivatives, miRNA-
based therapy, and tyrosine kinase inhibitors (TKI), have had
significant effects on regulating the activity of this transporter;
however, a key challenge encountered in clinical trials has been the
efficacy and safety of these modulators®’ Recent studies have
reported that the generation of ADO, via the biological activity of
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FIGURE 3 (D73 inhibition or A2AR blockade in CC cells decreases the extrusive capacity of CC cells. (A) CaSki-WT and CaSki-pS-siRNA-
CD73 cells; (B) CaSki-WT and CaSki-ADO + ZM241385 cells; (C) HeLa-WT and Hela-pS-siRNA-CD73 cells; and (D) HelLa-WT and Hela-
ADO +ZM241385 cells, 5 x 10° each, were cultured in the presence of different concentrations (0, 10, 20, 40, 60, 80, and 100 uM) of MK-751, a
specific inhibitor of MRP1, and the fluorogenic dye calcein-AM, a substrate of MRP1, as described in the materials and methods section. The
intracellular calcein-AM content in CaSki-WT and HeLa-WT cells in the absence of MK-751 was normalized to 100%. Representative data from
three independent experiments £ SEM. *p < 05; **p <.01; ***p < 001, and ****p < .0001, one-way ANOVA.

CD73, is very important in the development of cancer cell
chemoresistance to different drugs due to the maintenance or
increase in MRP1 expression.>* In the present study, we found
that ADO positively modulates MRP1 expression in CC cells in a
dose-dependent manner. This finding implies that the high concen-
trations of ADO (>50 uM) in the TME produced by the hydrolysis of
adenine nucleotides through the ectonucleotidases CD39 and CD73,
as occurs in gynecological tumors,*® might contribute to maintaining
high levels of MRP1 in CC cells. In a previous study, we found that
downregulating CD73 expression in CC cells strongly reduced the
ability of these cells to generate ADO from AMP hydrolysis.”
Interestingly, we herein observed that CaSki and Hela cells with
downregulated expression of CD73 (CaSki-pS/siRNA-CD73 and
Hela-pS/siRNA-CD73, respectively) showed significantly reduced
MRP1 expression. Likewise, we observed that ADO signaling through
A2AR is potentially important in maintaining MRP1 expression in
CaSki and Hela cancer cells because A2AR blockade with the specific
antagonist ZM241385 strongly reversed the ADO-induced increase
in MRP1 expression level in both cell lines. This finding suggests that
CD73 activity and A2AR signaling may be key in the induction of
MRP1 expression in CC. In this context, the upregulation of MRP1

expression through PI3K/Akt pathways has been reported in human
glioblastoma stem-like cells, and this upregulation was mediated by
the interaction of ADO with A3R>® This relationship was also
observed in hepatocellular carcinoma (HCC) cells, where A2AR-
mediated ADO signaling activates Rap1, which recruits P110p in the
plasma membrane and triggers the production of PIP3 to promote
Akt phosphorylation.*®

The MRP1 transporter is strongly expressed in CC cell lines?* and in
approximately 85% of CC cases, and it has been associated with low rates
of response (10%-20%) and complete remission (8%-12%) in the
treatment of advanced or recurrent CC with CP.>* Therefore, a decrease
in MRP1 expression in the tumors of these patients would be very useful
to favor chemosensitivity to CP. We observed significantly decreased
MRP1 expression and extrusive capacity in CaSki and Hela cells with
downregulated CD73 expression or in which A2AR was blocked. In fact,
these cells showed lower extrusive capacity than those cells treated with
only the MRP1 inhibitor MK571, suggesting that CD73 inhibition or
A2AR blockade may also affect the expression of proteins with extrusive
capacity other than MRP1, which will be important to elucidate in
subsequent studies. The modulation of MRP1 observed in CaSki and
Hela cells by inhibiting CD73 expression or by AZ2AR blockade
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FIGURE 4 Effect of CP on the viability of CC cells with downregulated CD73 expression or in which A2AR was blocked. The effect of
different concentrations of CP (0, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, and 100 uM) was evaluated on the viability of (A) parental CaSki and Hela cells (WT),
cells transfected with pSIREN vector (pSIREN), or cells transfected with pSIREN vector containing a siRNA targeting CD73 (pS/siRNA-CD73); (B)
parental CaSki and Hela cells (WT), treated with 1 mM ADO (ADO) or treated with ADO in the presence of 10 uM A2AR antagonist
(ADO + ZM241385); and c) parental CaSki and Hela cells (WT) or CaSki and HelLa cells treated with 100 uM MK-751 for 24 h, as described in
the materials and methods section. Representative data from three independent experiments. CP 1Csq values for each cell type were calculated
using GraphPad Prism version 8 using log-transformed and normalized OD values and CP concentrations (uM) from three experiments. *p < .05;

***p <.001, and ****p <.0001, one-way ANOVA.
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significantly favored the sensitivity of these cells to CP. Specifically, these
cells were sensitive to lower concentrations of CP, 25%-39% of the
concentration required for parental cells in the CD7 3-downregulated cells
or 29%-64% of the concentration required for parental cells when A2AR
was blocked. Therefore, if CD73 inhibition or blocking ADO signaling
through A2AR modulates MRP1 in other CC cell lines, this strategy could
be useful for reversing CPRin CC patients. The inhibition of CD73 activity
by silencing its expression using siRNAs has also been effective in
reversing vincristine chemoresistance in primary cultures of glioblastoma
multiforme.®*® Conversely, ADO signaling through the high-affinity
receptor (A2AR) on the surface of immune cells reportedly leads to the
suppression of the antitumor immune response™® 2
chemoresistance to treatment with different drugs>>** Therefore,
interfering with ADO signaling through A2AR is a possible alternative
strategy in cancer therapy.®® Currently, several specific agents to
attenuate the activities of A2AR and CD73 are being evaluated as cancer
therapies in multiple dinical trials. These trials aim to evaluate the safety
of either CD73 inhibition®*>” or blocking ADO signaling with A2AR>*-%0
to reverse the suppressive effects of ADO on antitumor immunity when

and increased

used as monotherapy or in conjunction with immune checkpoint
inhibitors or antineoplastic agents.**? Consequently, the effect of these
strategies on decreasing the expression of transporters involved in the
extrusion of antineoplastic agents in cancer cells must be known to
improve chemotherapy-based cancer treatments.

5 | CONCLUSIONS

This study provides the first evidence to show that CD73 inhibition
and blocking ADO signaling through A2AR negatively modulate
MRP1 expression in CC cells, decreasing their extrusive capacity and
sensitizing them to CP treatment. Therefore, CD73 inhibition or
blocking ADO signaling through A2AR could be a strategy to reverse
CPR in patients with advanced or recurrent CC, which is character-
ized by very low CP response rates (10%-20%).
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significantly increased in CaSki-T cells. CaSki-T cells exhibited enrichment in the
CSC-like phenotype due to increases in the expression levels of stem cell markers
(CD49f, CK17, and P63; OCT4 and SOX2), greater sphere formation efficiency (SFE),
and an increase in the percentage of side population (SP) cells. Interestingly,
compared with CaSki-M cells, CaSki-T cells produced a greater amount of TGF-p1
and presented a marked protumor phenotype characterized by a significant decrease
in the expression of major histocompatibility complex class-1 (MHC-I) molecules, an
increase in the expression of multidrug resistance protein-1 (MRP-I) and vimentin,
and an increase in the protein expression levels of Snail-1 and Twist, which was
strongly reversed with TGF-B1 inhibition. These results suggest that the presence of
TGF-B1-CD73-Ado feedback loop can promote protumoral characteristics in the

KEYWORDS

tumorspheres

1 | INTRODUCTION

Cervical cancer (CC) is the fourth most common type of cancer in
women and represents a major public health problem worldwide. In
2020, approximately 600,000 new cases and 340,000 deaths were
reported, more than 80% of which occurred in developing countries.*
Persistent infection by high-risk human papillomavirus (HR-HPV) is
one of the main risk factors for the development of low-grade
squamous intraepithelial lesions (LSILs), which can progress to high-
grade lesions (HSILs) and eventually to CC.? The immune response
against HPV antigens can eliminate most infections and precursor
lesions; however, some women exposed to HR-HPV will develop
cancer, suggesting that other risk factors may be involved.? Recently,
intrinsic factors related to the generation of adenosine (Ado) and the
signaling of this nucleoside in tumor cells have been proposed to play
important roles in tumor growth, immunosuppression, evasion of the
immune response, metastasis, and chemoresistance, among other
mechanisms.*7 Ado is produced at sites of metabolic stress
associated with hypoxia, ischemia, trauma, or inflammation and even
in the tumor microenvironment (TME} through the adenosinergic
pathway. In the TME, high concentrations of adenosine triphosphate/
adenosine diphosphate (ATP/ADP) greater than 50 uM are hydro-
lyzed to adenosine monophosphate (AMP) by the ectoenzyme CD39
(ectonucleoside triphosphate  diphosphohydrolase-1, ENTPD1;
EC 3.6.15) and subsequently to Ado by the activity of
5'"-ectonuclectidase (CD73, EC 3.1.3.5).5'° Most of the extracellular
signaling activities of Ado are mediated by receptors on the cell
membrane that are coupled to G proteins; these receptors are
divided into four subtypes (A1R, A2AR, A2BR, and A3R).11 13
Purinergic signaling has been associated with the development
and maintenance of cancer stem-like (CSC-like) cells, which have the
ability to initiate tumors due to their property of self-renewal and

CC tumor microenvironment.

cancer stem-like (CSC-like) cells, CD73, cervical cancer, protumor phenotype, TGF-B 1,

Significance statement

This study provided the first evidence that high CD73
expression associated with high TGF-p1 production by
cervical cancer cells cultured as tumorspheres strongly
contributes to the induction of protumoral characteristics
related to tumor progressions, such as migration and
invasiveness, immune evasion, immunosuppression, and
chemoresistance.

unlimited proliferation and play critical roles in tumor metastasis,
relapse, and resistance to therapy.' Recent evidence indicates that
transforming growth factor-beta 1 (TGF-B1) is one of the most
prominent extrinsic factors of the microenvironment in solid tumors
and initiates a transcriptional program in carcinoma cells that
participates in cellular plasticity toward the epithelial-mesenchymal
transition (EMT).** After EMT activation, cells generally eliminate the
expression of epithelial markers, such as E-cadherin, and instead
express mesenchymal markers, including vimentin, fibronectin, and
certain master transcription factors that induce EMT, such as Zeb1,
Twist, Snail, and Slug, which regulate the expression of genes
associated with most mesenchymal states of carcinoma cells to
facilitate their invasiveness and motility.***% In addition, TGF-B1
present in the TME is a driver of CD73 expression, and the activity of
this nucleotidase has been suggested to positively regulate the

1920 and cellular

expression of genes associated with stem cells
plasticity in solid tumors.®

Several studies have reported that in nonadherent and serum-
free conditions, the in vitro tumorsphere formation assay is a

functional method to produce tumor cultures enriched in
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subpopulations of CSC-like cells and a microenvironment where
cell behavior can be studied under different experimental
conditions.? "2 In addition, a positive correlation has been reported
among CD73 expression in tumor cells, the ability to form tumor-
spheres in vitro, and tumor progression,”® suggesting a link between
increased CD73 expression and tumorigenesis. Our research group
has reported that HR-HPV-positive CC tumor cells highly express
CD73 in the cell membrane and have a high capacity to generate
Ado?” and that Ado signaling in these tumor cells promotes TGF-B1
production to maintain CD73 expression.2® Therefore, in this study,
we analyzed the participation of TGF-B1 in the expression of CD73
and protumoral markers in CaSki cells cultured as tumorspheres
(CaSki-T) and in monolayers (CaSki-M). We found that CSC-like
characteristics, including a stem cell phenotype, sphere formation
efficiency (SFE), and side population (SP) cells, increased in CaSki-T
cells. Likewise, compared with CaSki-M cells, in CaSki-T cells, we
observed a significant increase in CD73 expression and the capacity
to hydrolyze AMP and generate Ado. Interestingly, CaSki-T cells
produced a greater amount of TGF-B and presented a marked
protumor phenotype, which was reversed when these cells were
cultured in the presence of neutralizing anti-TGF-p, suggesting that
the TME is important for maintaining CD73 expression and
potentially the production of immunosuppressive factors such as
TGF-B1 to favor the protumor phenotype in CC cells. This study
provides the first evidence that the TGF-B1-CD73-Ado feedback
loop strongly contributes to the induction of protumoral character-
istics in CC and may have clinical importance as a therapeutic target.

2 | METHODS

21 | Tumor cell culture

CC CaSki (HPV-16+) cells obtained from the American Type
(ATCC) were

monolayer/2D using RPMI-1640 medium

(Sigma-Aldrich) containing 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco),

100U/ul penicillin, and 100U/ul streptomycin  (Gibco) and

maintained under sterile conditions at 37°C with 5% CO. in a

Culture Collection cultured under adherent

conditions as a

saturated humidity environment. For culture in tumorspheres,
CaSki cells were seeded (1x10%cells per well) in ultralow-
adhesion six-well plates (Corning Costar) using 2 ml of reduced-
serum medium (Opti-MEM; Gibco) containing 0.5% FBS, 100 IU/ml
penicillin, 100 pg/ml streptomycin (Gibco), 1% nonessential amino
acids, GlutaMAX (Gibco), and 20 ng/ml rhEGF and rhFGFb (R&D
Systems) and maintained under sterile conditions at 37°C with 5%
CO; in a saturated humidity environment. On Day 7 of culture, the
tumorspheres were mechanically disaggregated and reseeded
under the same conditions. After two consecutive reseedings
(Day 21 of culture), the tumorspheres were characterized, and the
tumor cells within each sphere were analyzed to determine their
phenotypic and functional characteristics; the same analyses were
conducted for the tumor cells cultured in monolayers.

CELL BIOCHEMISTRY & FUNCTIONgAYYS| LEY—I—3

22 | SFE

Cells from monolayer tumor cell cultures or tumorspheres were
seeded (1= 10% in ultralow adhesion plates in Opti-MEM medium
(2 ml/well). After 14 days, the number of spheres with a diameter
greater than 200 um was determined using the following formula: %
SFE = (total number of spheres/10,000) % 100.

2.3 | Characterization of tumorspheres

After 21 days of culture, the tumorspheres reached an approximate
diameter of 200-300um. Some were fixed for 24h in a 4%
paraformaldehyde solution and embedded in paraffin, and then a
microtome was used to slice 5-um sections that were subsequently
processed for staining with hematoxylin-eosin (H-E). To analyze the
structure, the tumorspheres were fixed in 2.5% glutaraldehyde in
phosphate buffered saline (PBS) for 2 h. Subsequently, they were
incubated in 1% osmium tetroxide (OsO,4) in PBS and embedded in
EPON resin, after which they were sliced into ultrathin sections and
stained with 4% uranyl acetate and 0.4% lead citrate. The sections
were evaluated in a JEOL 1010 transmission electron microscope
operated at 80 kV. Digital images were obtained with a Hamamatsu

camera.

24 | SP assay

Tumor cells from monolayers or tumorsphere cultures (1 x 10°) were
incubated for 1h in the presence or absence of 10uM Hoechst
33342 (Sigma-Aldrich). In some cases, to block Hoechst efflux, cells
were stained in the presence of 50 uM verapamil (Sigma-Aldrich), as
previously described.?? The cells were then washed twice with PBS,
and the percentage of cells that excluded the dye was analyzed using
a FACSAria llu flow cytometer (BD Biosciences). The data obtained
were analyzed using FlowJo 10 software.

2.5 | Flow cytometry

Tumor cells from monolayer cultures or tumorspheres were analyzed
by flow cytometry to determine the expression of core markers, that
is, CD49f, CK17, P63, OCT4, and SOX2, using the following
antibodies: anti-CD49f-APC (R&D Systems); anti-CK17-AF488
(Bioss);, anti-P63-AF647 (Bioss); anti-OCT4 (rabbit anti-human;
Abcam); and anti-SOX2 (mouse anti-human, Abcam). For the analysis
of CD73, major histocompatibility complex class-l (MHC-I), MRP-1,
E-cadherin, vimentin, Snail, and Twist, the following antibodies were
used: anti-CD73-PE (mouse anti-human, BD, Pharmingen); W6/32
(mouse anti-human, which recognizes the conformational epitope of
the a chains of the human leucocyte antigen (HLA)-A, HLA-B and
HLA-C molecules associated with B2-microglobulin), which was
generously donated by Dr. Gerd Moldenhauer of the German Cancer
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Research Center, Heidelberg, Germany; anti-MRP1 antibody Abcam;
anti-E-cadherin-PerCP-Cy 5.5 (BD, Pharmingen); anti-vimentin-Alexa
Fluor 488 (BD, Pharmingen; anti-Snail Mouse monoclonal Abcam
(Cambridge); and anti-Twist Mouse monoclonal Abcam (Cambridge).
The secondary antibodies used were goat anti-rabbit PE (R&D
Systems) and goat antimouse Fuorescein IsoTioCyanate (Sigma-
Aldrich). For intracellular staining, tumor cells were fixed for 10 min
with a 2% paraformaldehyde solution (Sigma-Aldrich) and subse-
quently permeated with 0.2% saponin (Sigma-Aldrich) supplemented
with 2% FBS. For each determination, 3 x 10* events were obtained
in a FACSAria llu cytometer (BD Biosciences), and the data were
analyzed using FlowJo 10.

2.6 | mRNA expression

To analyze the mRNA expression of CD73 in CC cells, RNA was
extracted with TRIzol (Invitrogen) according to the manufacturer's
instructions. cDNA was obtained from 500 ng of RNA using a High-
capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). CD73
expression was determined by end-point reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR). The G6PDH gene was used as
an internal control. RT-PCR was performed in a volume of 25ul in
accordance with the instructions of the manufacturer of Master Mix
PCR (Promega), and the reactions were run in TC1000-G equipment
(DLAB NT). The amplified RT-PCR products were electrophoresed in
a 2% agarose gel (Invitrogen). The gel was stained with GelRed
(Biotium), and a UV transilluminator (UVP Biodo-H System) was used
to visualize the amplified products. The following primers were used:
CD73 sense, 5'GCACTATCTGGTTCACCGTGT'3 and CD73 anti-
sense, 5'CCTTCCACACCATTATCAAATTC'3; G6PDH sense, 5'
GCTACGCTCGGATCTTGTTC'3; and G6PDH
CCCAGTGCTTTTCGCTCT'3.

antisense 5’

2.7 | Quantification of TGF-B1 and inhibition of
TGF-B1 activity

A Quantikine ELISA kit for human TGF-B1 (R&D Systems, Inc.) was
used to quantify the TGF-B1 content in the supernatants of CC cell
cultures. To neutralize the biological activity of TGF-g1 produced in
the cell cultures, anti-TGF-f1, anti-TGF-B2, and anti-TGF-B3 neutral-
izing antibodies (anti-TGF-B, R&D) were added following the
manufacturer's protocol.

2.8 | Enzymatic activity of CD73

To analyze the hydrolytic activity of CD73 in tumor cells cultured in
monolayers or tumorspheres, 1x10° cells were cultured in the
presence of 5mM AMP in 100l of Opti-MEM medium (Gibco)
supplemented with 1% dialyzed FBS. The supernatant was collected
after 4h. The presence of Ado was detected by thin layer

chromatography (TLC) and ultraperformance liquid chromatography
(UPLC) (UPLC Acquity, Waters). To analyze the samples by TLC, 1l
of each supernatant was spotted on plates covered with fluorescent
silica gel (Sigma-Aldrich Co.). The samples were eluted for 1 h using a
mobile phase composed of isobutanolisoamyl alcohol:ethanol:am-
monia:water (9:6:18:9:15), as previously reported,?” and 5 mM AMP,
Ado, and inosine (Ino) (Sigma-Aldrich) were used as standard controls.
The compounds were visualized using a UV transilluminator (UVP
Biodo-H System). A UPLC system (UPLC Acquity, Waters) was used
to quantify the amount of Ado generated in cell cultures in the
presence of AMP. Quantitative analysis of samples using standard
quantities of synthetic Ado was carried out with Empower 3 software
(Waters), as previously reported.”” Briefly, the mobile phase
consisted of 0.5% acetonitrile, 5% methanol, and 94.5% sodium
acetate buffer 0.25 M, pH 6.3. Supernatant samples were centrifuged
at 13,000 rpm, filtered on Amicon membranes with a cutoff of
3000 Da, and subsequently diluted 1:200 with the mobile phase
mixture. The run conditions were as follows: flow rate of 1.0 ml/min,
UV detection at 254-260 nm, 2.0 min retention time, room tempera-
ture, and a LiChrospher 5-um RP-18e 100 A (size 125 mm A~ 4 mm,
5um particle size) reversed-phase column. Ado was quantified by
comparing the retention time of the sample with that of the synthetic
Ado used as a standard.

2.9 | Statistical analysis

The numerical data are presented as the average value = SEM of
three independent experiments. Comparisons were evaluated with
multivariate statistical analysis using GraphPad Prism version 7
(GraphPad Prism software). Differences were considered significant
when p <.05.

3 | RESULTS

3.1 | Culturing CC cells as tumorspheres enriched
the population with CSC-like characteristics

The tumorsphere formation assay uses a functional approach to
analyze the self-renewal capacity of cells in the presence of
subpopulations of CSC-like cells.”® CaSki cells derived from an
epidermoid carcinoma of the cervix were maintained under standard
culture conditions, either as a monolayer/2D (CaSki-M) or in ultralow
adhesion plates to form tumorspheres/3D (CaSki-T) (Figure 1A). After
two consecutive reseedings (21 days of culture), the SFE of the tumor
cells was analyzed. Interestingly, compared with that of CaSki-M
cells, the SFE of CaSki-T cells increased significantly (Figure 1B). The
CaSki-T cells formed through this culture system were compact and
generally showed a size greater than 200 um (Supporting Informa-
tion: Figure 1A,B). Transmission electron microscopy revealed a large
number of intercellular focal adhesions (asterisks in Supporting
Information: Figure 1C,D). Compared with CaSki-M cells, CaSki-T
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FIGURE 1 CaSki cells in monolayer cultures and as tumorspheres and their sphere formation efficiency. (A) Microphotographs

(x40 magnification) of CaSki cells in a monolayer culture (CaSki-M) and as tumorspheres (CaSki-T). (B) Sphere formation efficiency (SFE) of the
cells maintained in each culture condition and photographs of the cells after 21 days of culture in ultralow adhesion plates. Representative data
from three independent experiments =SEM. *Significant difference at p <.01.

cells exhibited greater expression of the stem cell markers CD49f,
CK17 and P63, OCT4 and SOX2 (Figure 2A). In addition, a higher
percentage of SP cells was present in CaSki-T cells than in CaSki-M
cells, 0.46% and 0.18%, respectively. Verapamil treatment strongly
reduced Hoechst efflux, reducing the percentage of SP cells among
CaSki-T and CaSki-M cells to 0.093% and 0.070%, respectively
(Figure 2B). These results suggest that CaSki cells cultured as
tumorspheres increase the CSC-like characteristics of CaSki cells and,
therefore, their self-renewal capacity.

3.2 | CC cells cultured as tumorspheres exhibited
increased expression of CD73 and adenosinergic
activity

The expression and activity of CD73 in tumor cells are influenced by
conditions in the cellular microenvironment.*® To determine whether
CD73 expression was different in CaSki cells cultured in monolayers
or as tumorspheres, CD73 expression in CaSki-M and CaSki-T cells
was analyzed by flow cytometry. Compared with CaSki-M cells,
CaSki-T cells exhibited increased levels of CD73 protein (Figure 3A)
and mRNA (Figure 3B). This increase was associated with a greater
capacity of CaSki-T cells to generate Ado from AMP hydrolysis {black
arrows, Figure 3C upper). The Ado concentrations detected in CaSki-
M and CaSki-T supernatants were 81.9+6.5 and 121.23 £8.9 nM,
respectively (Figure 3C down). However, the addition of APCP
(selective inhibitor of CD73) in both cell cultures strongly decreased
the ability of tumor cells to hydrolyze AMP. The Ado concentrations

detected in the presence of APCP were 19.6+3.9 and
40.24 + 5.9 nM, respectively (Figure 3C lower).

3.3 | CC cells cultured as tumorspheres produce
high amounts of TGF-p1

TGF-B1 is an important factor in maintaining CD73 expression in CC
tumor cells.”® accordingly, TGF-B1 levels were assessed in CaSki-M
and CaSki-T cultures. The TGF-B1 content in the culture supernatant
of CaSki-T cells was significantly higher than that in the culture
supernatant of CaSki-M cells (Figure 4A). To determine the influence
of this factor on CD73 expression, a neutralizing anti-TGF- antibody
was added to the cells when culturing. Interestingly, a significant
reduction in CD73 was observed in CaSki-M (>25%) and CaSki-T
(>15%) cells (Figure 4B), suggesting that TGF-B1 produced by CC
cells helps maintain CD73 expression in an autocrine manner.

On the other hand, we have previously reported that CaSki cells
downregulated CD73 expression by using a pSIREN vector contain-
ing a siRNA targeting CD73 (CaSki-pS-siRNA-CD73), which strongly
reduced TGF-B production.”® Therefore, we analyzed TGF-B1
production by these cells when cultured as tumorspheres. Interest-
ingly, compared with tumorspheres formed by CaSki cells transfected
only with pSIREN wvector (CaSki-pS-T), CaSki-pS/siRNA-CD73-T
cells formed only noncompact cellular aggregates (Supporting
Information: Figure 2A) and showed a reduced SFE percentage
(Supporting Information: Figure 2B). In addition, we detected lower
TGF-B1 production in the culture supernatant of these cells than in
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FIGURE 3 Expression and activity of CD73 in CaSki cells cultured in monolayers and as tumorspheres. Expression of CD73 protein (A) and
CD73 mRNA (B) in CaSki cells cultured in monolayers (CaSki-M), which was normalized to 1, or as tumorspheres (CaSki-T). (C) The ability of
CaSki-M and CaSki-T cells to generate Ado via AMP hydrolysis was analyzed by thin layer chromatography (TLC) (upper) and ultraperformance
liquid chromatography (UPLC) using standard concentrations of synthetic Ado (lower). Representative data from 3 independent experiments

+SEM. CaSki-AF, CaSki autofluorescence. *Significant difference at p < .01.

the culture supernatant of CaSki-pS-T cells (Supporting Information: CaSki-T cells than CaSki-M cells, was important for maintaining the

Figure 2C). protumoral phenotype, the expression levels of E-cadherin, vimentin,
MHC-I, MRP-1, Snail-1, and Twist were analyzed in CaSki cells
maintained in both culture conditions.

3.4 | TGF-B favors a protumor phenotype in CC Compared with CaSki-M cells, CaSki-T cells exhibited a signifi-
cells cultured as tumorspheres cant increase in the expression levels of proteins related to the EMT

state, such as vimentin, Snail, and Twist, and a reduced expression
TGF-B plays an important role in the plasticity of tumor cells, level of N-cadherin (Figure 5A). In addition, compared with CaSki-M
including the regulation of EMT and the induction of protumoral cells, CaSki-T cells exhibited a significant decrease in the expression
mechanisms such as evasion of the immune response, migration, of MHC-I molecules and increased expression of MRP-1 {Figure 5B).
invasion, and chemoresistance, among others.**? Therefore, to Interestingly, the addition of neutralizing anti-TGF-f antibody to the

determine whether this factor, produced in greater quantities by tumorsphere cultures significantly modified the expression of the

FIGURE 2 Stem markers and side populations among CaSki cells cultured in monolayers and as tumorspheres. (A) The expression of stem
cell markers (CD49f, CK17 and P63, OCT4, and SOX2) in CaSki cells cultured in monolayers (CaSki-M) and as tumorspheres (CaSki-T) is shown.
CaSki-AF, autofluorescence of CaSki cells. Representative results from three independent trials. (B) CaSki-M or CaSki-T cells were stained with
Hoechst 33342 and analyzed by flow cytometry to assess side population (SP) cells, a subpopulation with a high dye exclusion capacity. Plots of
total cells and cells stained with Hoechst 33342 are shown; the SP cells are grouped in a quadrangle. Verapamil was used to block Hoechst efflux
from SP cells. Representative results from three independent trials are shown.
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FIGURE 4 Transforming growth factor-beta (T1GF-B1) produced by CaSki cells cultured in monolayers and as tumorspheres and their CD73
expression. (A) The contents of TGF-B1 in the culture supernatants of CaSki cells cultured in monolayers (CaSki-M) or as tumorspheres (CaSki-T).
(B) CD73 expression in CaSki-M and CaSki-T cells cultured in the presence or absence of a neutralizing anti-TGF-B antibody. Representative
data from three independent experiments +SEM. *Significant difference at p <.05. AF, autofluorescence; MFI, mean fluorescence intensity.

protumoral markers, decreasing vimentin, Snail, Twist, and MRP-1
expression and increasing E-cadherin and MHC-| expression to levels
comparable to those observed in CaSki-M cells (Figure 5AB).
Moreover, compared with CaSki-T cells, we also observed that
CaSki-pS/siRNA-CD73-T cells strongly modified the levels of
proteins related to the EMT state, decreasing vimentin, Snail, and
Twist and increasing E-cadherin (Supporting Information: Figure 3).
These results suggest that TGF-p1 produced in the micro-
environment of tumorspheres is important in the induction of
protumoral characteristics in CaSki-T cells.

4 | DISCUSSION

The role of TGF-B1 in the progression and metastasis of various types
of cancer, including prostate, breast, colorectal, liver, and CCs, is well
known.**35 For CC, TGF-B1 has been suggested to play a dual role
during disease development, either as an anti-oncogenic factor in
precancerous cervical lesions or as a promoter in advanced
stages.***” In fact, the presence of TGF-B1 in the tissue and plasma
of patients with CC is positively correlated with the expression
of HR-HPV oncogenes™ and with the degree of disease
progression.* *? However, the molecular mechanisms by which
the production of TGF-B1 promotes tumorigenesis in CC have not
been completely elucidated. A growing body of evidence supports
the protumorigenic role of CD73 and Ado signaling in solid tumors.®
In this context, we provided evidence that CC cell lines positive for
HPV-AR infection, mainly CaSki cells, express significantly higher
levels of CD73 on the membrane than cells negative for HPV
infection, which is associated with a greater ability to generate Ado

and to inhibit the proliferation, activation, and effector function of
cytotoxic T lymphocytes (CTLs) through interactions with its A2AR.?”
In addition, we also reported that Ado signaling through A2AR and
A2ZBR in CC tumor cells plays an important role in the induction of
TGF-B1 secretion and expression. Likewise, we demonstrate that
TGF-B1 produced through this pathway maintains CD73 expression
in CC tumor cells.”” Therefore, in this study, we analyzed the
participation of TGF-B1 in CD73 expression and in the development
of protumoral characteristics in CC CaSki cells cultured as tumor-
spheres (CaSki-T) and in monolayers (CaSki-M). CaSki cell tumor-
spheres are compact structures formed by cells joined together by
focal adhesions. The expression of CD73 and the capacdty to
generate Ado were significantly higher in CaSki-T cells than in
CaSki-M cells. As reported in previous studies,***% CaSki-T cells
were enriched in CSC-like characteristics due to increases in the
expression of stem cell markers (CD49f, CK17 and P63, OCT4 and
SOX2), greater SFE, and an increase in the percentage of PS cells.
CaSki-T cells also produced higher amounts of TGF-$1 than CaSki-M
cells and exhibited a markedly protumoral phenotype characterized
by a significant increase in the expression levels of proteins related to
the EMT state, such as vimentin, Snail, and Twist, and a reduced
expression level of N-cadherin. In addition, CaSki-T cells exhibited a
significant decrease in the expression of MHC-I molecules and
increased expression of MRP-1. Interestingly, these phenotypes were
reversed when a neutralizing anti-TGF-p antibody was added to the
tumorsphere cultures, decreasing vimentin, Snail, Twist, and MRP-1
expression and increasing E-cadherin and MHC-| expression to levels
comparable to those observed in CaSki-M cells. These results suggest
that the three-dimensional microenvironment generated in tumor-
spheres is important for maintaining the expression of CD73 and
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FIGURE 5 Anti-TGF-B reverses the protumor phenotype in CaSki cells cultured as tumorspheres. Cultures of CaSki cells in monolayers
(CaSki-M) or as tumorspheres (CaSki-T) were maintained for 14 days in the presence or absence of neutralizing anti-TGF-§ antibody( (A)
Expression levels of proteins related to the EMT state: E-cadherin, vimentin, Snail, and Twist. (B) Protein expression levels of MHC-I and MRP-1.
Representative data from 3 independent experiments £SEM. ***Significant differences at p <.05 and p < .01, respectively. EMT, epithelial-
mesenchymal transition; MHC-1, major histocompatibility complex class-I; MRP- 1, multidrug resistance protein-1; TGF-b1, transforming growth

factor-beta 1.

potentially the production of immunosuppressive factors such as
TGF-B1 to favor a protumor phenotype in CaSki cells. In fact, the
transcriptional activation of CD73 within the TME is primarily
influenced by hypoxic conditions mediated by the activation of
hypoxia-inducible factor 1a (HIF-1a)*® and the presence of immuno-
suppressive factors, such as TGF-B 1, that can stabilize HIF-1a.*”

A large number of studies conducted with different types of
cancer have shown that the biological activity of CD73 is closely
related to stem cell promotion and the expression of genes
associated with EMT,"??° metastasis,"*“" evasion of the immune
response,® and tumor escape.*®*! However, unlike that in most solid
cancer types, CD73 expression in cervical tumors, as well as tumors
of the genitourinary system such as ovarian serous cystadenocarci-
noma (OV), testicular germ cell tumors (TGCT), uterine corpus
endometrial carcinoma (UCEC), uterine carcinosarcoma (UCS), blad-
der urothelial carcinoma (BLCA), kidney chromophobe (KICH), and
prostate adenocarcinoma (PRAD), is decreased compared to normal
tissues, probably due to the common embryological origin (the
intermediate mesoderm) of the reproductive and urinary systems.*®
Nevertheless, we have observed that independent of the HPV

genotype, cell lines derived from CC tumors can exhibit different
CD73 expression levels and Ado generation capabilities.?” Addition-
ally, differences in cellular phenotypes have been reported, probably
due to the microenvironment of origin; for instance, SiHa and Hela
cell lines show a mesenchymal-like phenotype, while CaSki cells,
which were obtained from omentum metastases, exhibit an epithelial
phenotype.®? In addition, CD73 function can differ in the same cell
type from different tissues and within tumors, and the tumor cells
themselves can differ in relation to CD73 expression compared to
adjacent stromal cells. The expression and activity of CD73 may also
diverge depending on the stage of tumor development and different
factors in the microenvironment leading to tumor progression.*¢
On the other hand, in nonadherent and serum-free conditions,
the in vitro tumorsphere formation assay has been considered a
functional method to produce tumor cultures enriched in subpopula-
tions of CSC-like cells and a microenvironment where cell behavior
can be studied under different experimental conditions.”>"%* How-
ever, a recent in silico analysis carried out by Iser et al.** related to
CD73 expression on cells derived from CSC-enriched tumorspheres
using microarray gene expression profiles of 7 GSE datasets from the
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Expression Omnibus Database (GEO) reported that protocols for CSC
induction or isolation, as well as the maintenance conditions or
exposure to treatments, presented significant differences among the
studies analyzed. In addition, similar to their results obtained from
SiHa cells, they reported that in human primary cervical cells isolated
from healthy tissue, the human anaplastic thyroid cancer cell line
(THJ-11 T cells),”* and breast cancer cell lines from human primary
tumors,®* a decrease in the CD73 expression of CSC-enriched
tumorspheres compared to monolayer cells was evident. In contrast,
the CaSki CC cell line®® and human prostate cancer stem cell
(PCSC)® primary lines showed enhanced CD73 expression in spheres
compared to monolayers, while in a cell line derived from human
primary HPV-negative pharyngeal squamous tumor cells®” and
primary cells from human pancreatic ductal adenocarcinoma
(PDAC),?® no significant differences were observed between spheres
and monolayers. However, in accordance with the study by Bajaj
et al.’® we also found enhanced CD73 expression in CaSki tumor-
spheres compared to monolayers; however, we detected a significant
increase in TGF-B1 production in spheres than in monolayer cell
cultures, which was associated with an increased expression level of
proteins related to the EMT state in these cells, such as vimentin,
Snail, and Twist, and a reduced expression level of N-cadherin.
Interestingly, this phenomenon was reversed when neutralizing anti-
TGF-B1 was added to cell cultures, and when CaSki cells with
downregulated CD73 expression were cultured as tumorspheres,
lower TGF-pB1 production was detected in the culture supernatant,
which was associated with decreased levels of vimentin, Snail, and
Twist and an increased level of E-cadherin in these cells, indicating
the importance of CD73 expression and increased TGF-B1 produc-
tion to promote the protumoral characteristics of CaSki cells when
cultured as tumorspheres.

Similar results were obtained in tumorspheres formed by ovarian
cancer cells, where high expression of CD73 and increased
expression of transcription factors related to EMT, such as Snail-1,
Snail-2, and Twist-2, were observed when compared with those in
epithelial cells of the Fallopian tube.?® In addition, deregulation of the
CD73 gene resulted in the low expression of key EMT genes, such as
Snail-1, Twist-2, and Zeb-1, and a decrease in the mesenchymal
phenotype of tumor cells, allowing a decrease in N-cadherin and
vimentin and an increase in E-cadherin.?® In our study, the increase in
protumoral characteristics observed in CaSki-T cells was largely
dependent on the autocrine production of TGF-B1 because inhibition
of this factor in cell cultures strongly reversed the manifestation of
these characteristics in tumor cells. Indeed, TGF-B signaling is a key
event contributing to the invasion and dissemination of tumor cells
because of the induction of genes associated with EMT (Snail-1,
Snail-22, Zeb-1/2, and Twist) and transcriptional repression of
E-cadherin.®” In CaSki-T cells, a significant increase in the expression
of vimentin and the transcription factors Snail-1 and Twist was noted,
which was significantly higher in CaSki-T cells than in CaSki-M cells.
Snail-1 expression is correlated with the degree of tumor evolution,
lymph node metastasis in various types of tumors, and a poor
prognosis for patients with metastatic cancer. Recent studies indicate

that Snail-1 causes metabolic reprogramming, induces CSC-like traits
in tumor cells, and promotes drug resistance, tumor recurrence, and
metastasis.®® Therefore, the increase in protumor characteristics
observed in CaSki-T cells may be related to Snail-1 overexpression
resulting from the culture conditions. Therefore, in subsequent
studies, analyzing whether high CD73 expression and the promotion
of protumoral characteristics, such as overexpression of proteins
related to EMT associated with high TGF-B1 production, occur in
other CC cell lines cultured as tumorspheres will be interesting.

In the context of tumor development and progression, at least
two important functions of CD73 have been described: (a) the
catalytic activity of this enzyme to generate Ado from AMP
hydrolysis and (b) the ability of CD73 to promote adhesion and
modulate cell migration. Accordingly, the low CD73 expression
found in CC spheres has been hypothesized to be related to tumor
progression, leading to tumor migration and invasiveness.*?
Interestingly, our results provide evidence that high CD73
expression in CC spheres, which is related to high TGF-B1
production, also results in the promotion of protumoral character-
istics related to tumor progression, such as migration and
invasiveness, immune evasion, immunosuppression, and chemore-
sistance, suggesting that both functions of CD73 can be relevant in
CC progression.

In a comprehensive molecular study of CC, the TGFBR2 gene,
which is present exclusively in cervical squamous tumors, was
reported to be significantly mutated in more than 70% of the tumors
analyzed,? illustrating the clinical importance of this route as a
therapeutic target. In agreement with the present study, the
alterations reported in the TGF-B signaling pathway in CC®' can
contribute significantly to the activity of the adenosinergic pathway
and therefore promote tumorigenesis in the CC TME.

5 | CONCLUSION

This study provided evidence that high CD73 expression associated
with high TGF-B1 production by CC cells cultured as tumorspheres
strongly contributes to the induction of protumoral characteristics
related to tumor progression, such as migration and invasiveness,
immune evasion, immunosuppression, and chemoresistance.
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Supplementary @)
Figure 1

SUPPLEMENTARY FIGURE 1. Structure of CaSki cell tumorspheres. Tumorspheres
formed by CaSki cells in ultralow adherence cultures for 21 days were fixed and processed
for microscopic analysis. a) The structure of a tumorsphere stained with H-E and observed
under an optical microscope at 40x magnification. Cross section of a tumorsphere observed
using a transmission electron microscope at 2,000x (b), 30,000x (c), and 50,000x (d). Focal
intercellular adhesions are indicated with asterisks (*).
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SUPPLEMENTARY FIGURE 2. Characteristics of CaSki cells inhibited in CD73 when
cultured as tumorspheres. a) Microphotographs (40x magnification) of CaSki cells
transfected with pSIREN vector and pSIREN containing an siRNA targeting CD73 cultured
as tumorspheres, CaSki-pS-T, and CaSki-pS/siRNA-CD73-T. b) Percentage of sphere
formation efficiency (SFE) of the cells derived from CaSki-pS-T and CaSki-pS/siRNA-
CD73-T cells. ¢) TGF-B1 contents in the supernatants of CaSki-pS-T and CaSki-pS/siRNA-
CD73-T cells. Representative data from 3 independent experiments £ SEM. * Significant
difference at p < 0.001.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 3. CaSki cells with CD73 inhibition modify the
expression levels of proteins related to the EMT state. The expression levels of E-cadherin,

vimentin, Snail, and Twist in CaSki-T, CaSki-pS-T, and CaSki-pS/siRNA-CD73-T cells are
shown. AF, autofluorescence. 2° Ab, cells stained with secondary antibody.
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