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RESUMEN 

El cáncer cérvico-uterino (CaCu) representa una de las principales causas de 
muerte por tumores en las mujeres mexicanas, ya que se diagnostican alrededor de 
12,000 casos nuevos de cáncer invasor y mueren alrededor de 6,000 mujeres cada año. El 
CaCu se asocia de manera etiológica con la infección por el virus de papiloma humano 
(HPV) de alto riesgo en casi el 100% de los casos, por lo que se ha propuesto que la 
infección por HPV es una causa necesaria, aunque no la única, para el desarrollo de las 
neoplasias cervicales. No obstante, a pesar de la infección persistente por algún tipo de  
HPV de alto riesgo, el desarrollo de las neoplasias cervicales depende también de diversos 
factores inmersos en el microambiente celular que proveen elementos necesarios para la 
sobrevivencia y proliferación de las células transformadas o células tumorales, además de 
facilitar la evasión de la respuesta inmune adaptativa del huésped. Entre estos factores 
destacan: citocinas inmunosupresoras, quimiocinas, factores proangiogénicos y moléculas 
que inhiben la activación y función efectora de linfocitos T citotóxicos, tal como la 
adenosina generada a través de la fosfohidrólisis de nucleótidos intermedios de adenina 
mediado por la enzima 5’-ectonucleotidasa (CD73), vía 4 receptores específicos bien 
caracterizados: A1, A2A, A2B  y A3 (ARs).  

 
El objetivo del presente trabajo fue analizar la expresión y la actividad funcional de 

la CD73 en líneas celulares tumorales derivadas de CaCu. Mediante citometría de flujo se 
determinó la expresión de CD73 en 10 líneas celulares: C33A y Vibo (HPV-); Caski y Siha 
(HPV-16+); Calo, Inbl, Hela Rova y Vipa (HPV-18+) y MS-751 (HPV-45+). La actividad 
funcional de la enzima se determinó en cultivo celular mediante la conversión de 
monofosfato de adenosina (AMP) a adenosina  y se visualizó mediante cromatografía en 
capa fina (CCF). Para analizar la capacidad inmunosupresora de la adenosina generada, 
linfocitos T de sangre periférica de donadores normales  fueron estimulados in vitro  con 
anticuerpos anti CD3-CD28 en presencia de sobrenadantes de las líneas celulares.  

 
De acuerdo a los resultados, a excepción de Calo, las líneas celulares positivas a la 

infección por HPV (HPV-18+, HPV-16+ y HPV-45+) mostraron una mayor expresión de 
CD73 en membrana que aquellas negativas a la infección por HPV. Las líneas celulares  
Caski, Siha, Calo, Inbl, Hela y Vipa mostraron mayor capacidad  para generar adenosina a 
partir de AMP. La actividad de CD73 fue parcialmente inhibida por la adición del inhibidor 
específico adenosina 5’- αβ-metileno difosfato (APCP) en los cultivos de las líneas 
celulares, a excepción de Calo, Vipa e Inbl. La adenosina generada por las células 
tumorales cultivadas en presencia de AMP contribuye a la inhibición de la proliferación de 
linfocitos T estimulados con anti-CD3/anti-CD28. El bloqueo de los receptores para 
adenosina, con cafeína, inhibió la actividad supresora sobre la proliferación de linfocitos T 
en las líneas celulares C33A, Vibo y Rova y la disminuyó en las líneas celulares Caski, Siha, 
Calo, Inbl, Hela, Vipa y MS-751.  
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Estos resultados nos permiten concluir que las líneas celulares tumorales de CaCu 
contribuyen a la inhibición de la proliferación de linfocitos T a través de la vía 
adenosinérgica mediada por  la actividad funcional de CD73, constituyendo un potencial 
mecanismo inmunosupresor de la respuesta inmune anti-tumoral en el CaCu. 
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MARCO TEÓRICO 

Cáncer cérvico-uterino (Cacu) 

Las células cancerosas contradicen las reglas más básicas del comportamiento por 
las cuales se forman y mantienen los organismos pluricelulares, aprovechando todo tipo 
de oportunidades para hacerlo, adquiriendo la capacidad de crecimiento descontrolado a 
través de un proceso de múltiples pasos que implica la transformación gradual de una 
célula normal a una célula tumoral. Mutación e inactivación posterior de las vías que 
actúan para frenar la proliferación y, por el contrario, la activación de las que promueven 
la proliferación, son los eventos clave en el proceso de transformación. Muchas 
mutaciones se producen en protooncogenes y genes supresores de tumores resultando en 
células cancerosas (McLaughlin et al 2003; Alberts et al 2004). Las células cancerosas se 
caracterizan por dos propiedades hereditarias: ellas y su progenie (1) se reproducen a 
pesar de las restricciones normales e (2) invaden y colonizan territorios normalmente 
reservados a otras células formando tumores que posteriormente pueden llegar a invadir 
tejidos vecinos mediante un mecanismo llamado metástasis. La combinación de estas dos 
características es lo que hace que el cáncer  sea especialmente peligroso (Alberts et al 
2004; Chen and Fukuda, 2006). Casi todos los tejidos en el cuerpo pueden generar 
tumores malignos, cada uno con características únicas. Sin embargo, los procesos básicos 
que producen estos tumores diversos parecen ser bastante similares (Weinberg, 1996). 

El término "cáncer" se refiere a más de 200 formas de la enfermedad. A nivel 
mundial, el cáncer es la segunda causa de muerte, después de las enfermedades cardíacas 
y la Organización Mundial de la Salud predice que para 2020 habrá 20 millones de 
pacientes nuevos de cáncer cada año (McLaughlin et al 2003). El cáncer cervical o 
carcinoma de cuello uterino (CaCu), es la segunda causa más frecuente de muerte por 
neoplasias en mujeres en todo el mundo, después del cáncer de mama (Clifford et al 
2002; Monie et al 2009), siendo un problema importante de salud pública, con medio 
millón de nuevos casos y cerca de 300.000 muertes cada año (Insinga et al 2009). En los 
países en desarrollo, CaCu a menudo es el cáncer más común en las mujeres y puede 
constituir hasta un 25% de todos los tipos de cáncer en la mujer (Harro et al 2001); en 
México, esta enfermedad representa la segunda causa de muerte con aproximadamente 
6,000 decesos anuales (INEGI, 2010).  
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Nomenclatura del CaCu  

El CaCu es una alteración celular que se origina en el epitelio cerca de la unión 
escamosa del cuello del útero y que se manifiesta inicialmente a través de lesiones 
precursoras, de lenta y progresiva evolución, que se suceden en etapas de displasia leve, 
moderada y severa, que evolucionan a cáncer in situ, en grado variable cuando ésta se 
circunscribe a la superficie epitelial y luego a cáncer invasor cuando el compromiso 
traspasa la membrana basal (Duarte-Franco and Franco, 2004). 

Inicialmente este proceso pre-invasivo está limitado al epitelio cervical y se conoce 
como neoplasia intraepitelial cervical (NIC). Este tipo de lesiones cervicales, se clasifican 
en NIC I, II y III (Richart, 1990) de acuerdo a la cantidad de epitelio que haya sido invadido 
por una población celular proliferativa e inmadura anormal. Con el tiempo puede 
extenderse a todo el espesor del epitelio cervical, una condición que se reconoce como 
carcinoma cervical in situ (CIS) por sus siglas en inglés. Posteriormente, la enfermedad 
puede llegar a ser invasora (Duarte-Franco and Franco, 2004). Este proceso puede tardar 
una década o más.  NIC 1 corresponde a la displasia leve, NIC 2 a la displasia moderada y 
NIC 3 a la displasia grave y al CIS según el sistema de clasificación Reagan. En años 
recientes el sistema de Bethesda 2001 clasifica las lesiones según las anormalidades de las 
células escamosas en 4 categorías diferentes: células escamosas atípicas (ASC) por sus 
siglas en inglés, lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado (LSIL) por sus siglas en 
inglés, lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL) por sus siglas en inglés  y 
carcinoma de células escamosas. La lesión precursora del cáncer cervical se le denomina 
neoplasia intraepitelial cervical que equivale a LSIL mientras que HSIL equivale a NIC II y III 
(Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Se observa el proceso de alteración del epitelio cervical en sus diferentes clasificaciones, 
el cual se manifiesta inicialmente a través de lesiones precursoras, de lenta y progresiva evolución 
hasta llegar a carcinoma in situ. (Tomada y modificada de Cid- Arregui, 2009) 
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Hay dos principales tipos histológicos de cáncer invasor: los carcinomas de células 
escamosas y adenocarcinomas. La lesión invasora puede metastatizar a partes cercanas de 
la pelvis y ganglios linfáticos distantes y otros sitios del cuerpo (Cuadro 1). Los síntomas y 
signos en la mayoría de las mujeres con cáncer invasivo del cuello uterino incluyen 
sangrado post-coito, infecciones recurrentes de la vejiga y úlceras en el cuello uterino. Las 
presiones sobre los nervios y el plexo nervioso producen dolor persistente. Tan pronto se 
produce metástasis de ganglios linfáticos la enfermedad empeora considerablemente 

(Duarte-Franco, 2004). 

Cuadro1. Etapas del cáncer cérvico-uterino tomado de (www.NCI/PDQ/pacientes). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Etapa Características 

0 Se encuentra en la primera capa de células que recubren el cuello del 
útero; y no ha invadido tejidos profundos denominada carcinoma in situ. 

I Se encuentra en el cuello uterino.  

IA Se detecta una cantidad muy pequeña de cáncer; no teniendo más de 
5mm de profundidad y 7 mm de ancho.  

IB El cáncer se encuentra dentro del cuello uterino.  

II El cáncer se ha diseminado más allá del cuello uterino sin alcanzar la pared 
pélvica. 

IIA Cáncer se ha diseminado a dos tercios superiores de la vagina.  

IIB El cáncer se ha diseminado a dos tercios superiores de la vagina y a los 
tejidos en torno al útero. 

III Cáncer diseminado al tercio inferior de la vagina y tal vez haya alcanzado 
la pared pélvica y los ganglios linfáticos circundantes.  

IIIA Se ha diseminado al tercio inferior de la vagina.  

IIIB Se ha diseminado a la pared pélvica y es lo suficientemente grande para 
bloquear los uréteres. Y puede haber alcanzado a los ganglios linfáticos.  

IV El cáncer se ha diseminado a la vejiga, recto y otras partes del cuerpo.  

IVA Cáncer diseminado en a la vejiga o a la pared del recto y puede que 
también en los ganglios linfáticos en la pelvis. 

IVB El cáncer se ha diseminado más allá de la pelvis y ganglios linfáticos   y 
otros lugares en el cuerpo como abdomen, hígado, tubo intestinal o 
pulmones. 
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CaCu y virus del papiloma humano (HPV) 

Se estima que el 15 por ciento de todos los cánceres humanos en todo el mundo 
puede atribuirse a los virus, lo que representa una porción significativa de la carga global. 
Tanto virus de ácido desoxirribonucleico (ADN) y ácido ribonucleico (ARN) han 
demostrado ser capaces de causar cáncer en seres humanos (Liao, 2006). Estudios 
realizados en 22 países, coordinados por la Agencia Internacional de Investigación sobre el 
Cáncer (IARC), identificaron al ADN del virus del papiloma humano (HPV) por sus siglas en 
inglés,  en casi todos (99,7%) (De 1000) los casos de CaCu (Walboomers et al 1999). 
Actualmente, es reconocido por la Organización Mundial de la Salud que el desarrollo de 
CaCu se asocia estrechamente con la infección por HPV, demostrado por primera vez en la 
década de 1980 por Harold Zur Hausen, virólogo alemán, y que la infección por este virus 
representa la enfermedad por transmisión sexual más propagada, aunque se estima que 
sólo un 5 a 8% de mujeres que la padecen desarrolla CaCu (Bosch et al 2002; Franco, 
1995). Se ha demostrado que los genomas de los HPV usualmente se integran al genoma 
de la célula hospedera. Esta integración se realiza en diversos sitios, algunos de ellos 
cercanos a oncogenes específicos o sitios frágiles, sugiriendo que este evento puede tener 
un papel importante en el desarrollo de los tumores cervicales (Vázquez-Ortiz et al 2005). 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Infección del virus del papiloma humano (HPV) en el cérvix. Células normales aparecen 
de color naranja claro, células infectadas por HPV aparecen de color naranja oscuro, células que 
han integrado genoma de HPV de color rosa, células que han sufrido una transformación maligna 
de color morado y las células que han sufrido una inmortalización de color azul (Tomado y 
modificado de Weinberg, 1996  y www. centrodeladiversidad.org/comunidad). 
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Los HPV pertenecen al género Papillomavirus y a la familia Papillomaviridae (Días 
et al 2005), son ubicuos y se han detectado en una amplia variedad de animales, así como 
en los seres humanos (Zur Hausen, 1999). Los HPV pueden infectar a las células epiteliales 
basales de la piel como  manos y pies o revestimiento interior de los tejidos como la 
mucosa de la boca, garganta, vías respiratorias, o epitelio anogenital (Figura2), (Burd, 
2003; Cutts et al 2007).  

El aislamiento y caracterización del ADN del virus del papiloma de la piel y las 
verrugas genitales reveló la existencia de distintos tipos de HPV. El gran número de tipos 
de HPV asociados a lesiones de la mucosa y la  enfermedad hereditaria epidermodisplasia 
verruciforme confirmó posteriormente la diversidad de los virus de la familia 
Papillomaviridae (De Villiers and Gunts, 2009). Más de 200 tipos de HPV han sido 
reconocidos sobre la base de datos de secuencias de ADN que presentan diferencias 
genómicas (McLaughlin-Drubin and Münger, 2009) de los cuales ochenta y cinco 
genotipos de HPV están bien caracterizados y otros 120 aislamientos son parcialmente 
caracterizados como nuevos genotipos (Zur Hausen, 1999). Un distinto tipo de HPV se 
asigna cuando la totalidad del genoma es clonado y la secuencia de nucleótidos completa 
de su gen L1 difiere de la de cualquier otro tipo por lo menos 10% (Burk et al 2009) o bien 
aquel cuyo ADN tiene menos del 90% de homología en la secuencia con cualquier tipo de 
HPV (Beristain, 2004).  

Sobre la base de su asociación con el cáncer cervical y lesiones precursoras, los 
HPV se pueden agrupar a los tipos de HPV de alto riesgo y bajo riesgo (Bonnez, 2000; 
Bosch et al 1995). Los virus de bajo riesgo, que incluyen el HPV 6 y 11, por lo general 
causan verrugas benignas genitales (condiloma acuminado), que son crecimientos en el 
cuello uterino, la vagina, la vulva y el ano en las mujeres y el pene, el escroto o ano en los 
hombres y rara vez se asocian con tumores malignos. Por el contrario, la infección por los 
virus de alto riesgo, incluyendo el HPV 16, 18 y 45, se ha relacionado con el desarrollo de 
CaCu así como otras neoplasias genitales (Hebner and Laimins, 2006; Cutts et al 2007). 
Incluido en el grupo de alto riesgo son algunos tipos de HPV que son menos frecuentes en  
cáncer cervical, pero a menudo se encuentran en lesiones intraepiteliales escamosas (SIL) 
(Cuadro 2). Algunos autores se refieren a estos tipos de HPV como de riesgo intermedio. 
(Burd, 2003) 

 

 

 

 

 

Cuadro 2. Clasificación de algunos tipos de HPV de acuerdo al riesgo oncogénico que presentan 
(Muñoz, 2000; Picconi et al 2002; Zur Hausen, 2000)  

TIPO DE HPV RIESGO ONCOGÉNICO 

16, 18, 45, 56 

31, 33, 35, 51, 52 

6,11, 34, 42, 43, 44 

Alto riesgo 

Riesgo intermedio 

Bajo riesgo 
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El HPV 16 representa la mayor proporción 50%, seguido por el HPV 18 12%, el HPV 
45 8% y el HPV 31 5%. En nuestro país se ha estimado que el HPV 16 se encuentra en el 
50% de los casos; el HPV 18 en el 15%; los  HPV´S 31, 33 y 35, en conjunto, el 12%; y otros 
tipos virales, en el porcentaje restante (Muñoz and Bosch 1997; Berumen et al 2001). 

Estructura del HPV   

El HPV es relativamente pequeño, sin envoltura, de 55 nanómetros (nm) de 
diámetro, con un genoma de ADN de doble cadena circular que contiene 
aproximadamente 8000 pares de bases de longitud (pb) asociado con histonas. El genoma 
está encapsulado en una estructura icosaédrica de 72 capsómeros (60 hexámeros y 12 
pentámeros), compuesto de las proteínas estructurales L1 y L2, las cuales componen el  
80% y el 20% de la cápside respectivamente (Figura 3) (Burd, 2003; Hebner and Laimins,  
2006). Cada capsómero de la proteína principal L1 es un pentámero de la cápside (Baker 
et al 1991, Sapp et al 1995). El genoma del HPV es funcionalmente dividido en tres 
regiones (Figura 3): la primera es una región reguladora no codificante que se encuentra 
entre las  400-1000 pares de bases y se ha denominado región larga de control (LCR) por 
sus siglas en inglés o la región reguladora superior. Esta región contiene el núcleo 
promotor p97, junto con secuencias potenciadoras y silenciadoras que regulan la 
replicación del ADN (Apt et al 1996) y está encargada de controlar la expresión de los 
genes tempranos E6 y E7 (Rincón et al 2007) y también contiene el más alto grado de 
variación en el genoma viral (Apt et al 1996);  la segunda es una región temprana, que 
contiene marcos de lectura abierta (ORF´S) por sus siglas en inglés, en donde se localizan  
los genes E1, E2, E4, E5, E6 y E7 (Burk et al 2009) que codifican para las proteínas que 
están implicadas en la replicación viral y en la oncogénesis; la tercera región contiene los 
genes de transcripción tardía y codifican a las proteínas estructurales L1 y L2 de la cápside 
las cuales facilitan el empaquetamiento del genoma viral (Chen Z et al 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Representación de la A) estructura tridimensional de la cápside conformada por el 
ensamblaje de las proteínas L1 y L2 y B) el esquema del genoma de forma circular del  virus de 
papiloma humano 16 (HPV16) mostrando la disposición  de las proteínas no estructurales (región 
temprana) E1, E2, E4, E5, E6 y E7 (Tomado de Frazer, 2004 y Cid –Arregui, 2009). 
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Las proteínas E1 y E2 son esenciales en la transcripción y replicación viral, E4 se 
une a citoqueratinas y participa en la modificación de la red del citoesqueleto, E5 afecta a 
los receptores celulares de los factores de crecimiento, mientras que E6 y E7 son las 
proteínas principales transformadoras (Di Bonito et al 2006) que en los tipos de HPV de 
alto riesgo son capaces de interactuar con proteínas reguladoras del ciclo celular, y por 
tanto, de inducir un estado transformado a la célula hospedera (Cuadro 3) (Galloway et al 
1996).  

Proteína Características 

E1 Codifica a una helicasa para la replicación episomal del ADN viral. 

E2 Regula la expresión temprana de los genes E6 y E7, facilitando la replicación 

del virus. 

E4 Permite el ensamblaje viral y altera el citoesqueleto para facilitar la 

liberación del virus. 

E5 Altera el pH endosomal y el reciclamiento de receptores de (EGF) a la 

superficie celular. 

E6 Inactiva la función de p53 e inhibe la apoptosis. 

E7 Se une a pRB y reactiva la síntesis de ADN del huésped. 

L1 Constituye el 80% de la cápside (cubierta) viral. 

L2 Constituye el 20% de la cápside viral. 

Cuadro 3. Función de las proteínas virales del HPV (Tomado de Cid-Arregui, 2009). 

Mecanismo de infección de HPV 

La reproducción del HPV está íntimamente ligada al proceso de diferenciación de 
las células huésped. Las células escamosas del epitelio normal crecen como epitelio 
estratificado el cual presenta dos tipos de queratinocitos, las células madre y células de 
amplificación en tránsito. Las células madre se adjuntan a la de la membrana basal y 
mantienen una alta capacidad de autorrenovación. Después de la división de las células 
basales, las células hijas que se convertirán en células de amplificación en tránsito migran 
hacia arriba y se someten a la diferenciación terminal. Poco después de salir de la 
membrana basal, esas células normales salen del ciclo celular y comienzan a sintetizar 
queratinas de alto peso molecular que se acumulan en el estrato granuloso y en los 
estratos más altos del epitelio. Estas células eventualmente forman sacos llenos de 
queratina en la epidermis. La infección por HPV se considera que requiere de una ruptura 
en el epitelio estratificado, que puede ocurrir a través de microlesiones que exponen a la 
capa basal de la entrada del virus (Sterlinko et al 2009; Abdul et al 2009). 
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El ciclo de vida del HPV comienza con la infección de las células basales epiteliales 
que incluye la entrada a la célula huésped, manteniendo su genoma a un bajo número de 
copias por célula infectada, y requiriendo la expresión de E1 y E2. La segunda fase, incluye 
ya el primer paso hacia la transformación celular, es decir, la integración del genoma del 
HPV a la célula. E1 y E2 se unen al origen de replicación viral y enganchan a las ADN 
polimerasas celulares y otras proteínas necesarias para la replicación del ADN. El genoma 
viral se cree que se mantiene en 10 a 200 copias por célula en la capa basal de toda la 
infección. Sin embargo, este número de copias aumenta dramáticamente cuando se 
mueven las células infectadas a las capas superiores del epitelio. Durante esta fase de 
amplificación, los genomas son empaquetados en viriones infecciosos antes de su 
liberación. Las células infectadas son morfológicamente diferentes y se denominan 
coilocitos en esta etapa, con un núcleo ampliado y a menudo múltiples núcleos por célula 
(Figura 4). La activación del promotor dependiente de diferenciación conduce a una mayor 
expresión de las proteínas E1, E4 y E5, mientras que L1 y L2 se expresan  en la capa 
superior del epitelio para facilitar su ensamblaje y la formación de  viriones. Las cápsides 
se someten a un proceso de maduración provocada por el procesamiento proteolítico de 
los componentes del virión antes de la liberación de la célula. El virión  que se libera puede 
infectar el epitelio basal o extenderse a nuevos huéspedes (Stanley, 2006). 

Las oncoproteínas E6 y E7 del HPV actúan para aumentar la proliferación de las 
células infectadas por el HPV en el epitelio. La actividad de estas proteínas subvierte el 
proceso normal de diferenciación terminal, provocando un aumento en el número de 
células infectadas que a la larga producen viriones infecciosos. E6 y E7 estimulan la 
progresión del ciclo celular y ambas proteínas están asociadas con  reguladores del ciclo 
celular. La principal función de la proteína E6 es la de unirse a la proteína supresora de 
tumores p53 en conjunción con la ligasa de ubiquitina celular  E6AP y marcar a p53 para la 
degradación. Por otra parte, la asociación de E7 con los miembros de la familia de 
proteínas reguladoras del ciclo celular ha sido bien caracterizada. Se sabe que  pRb es un 
regulador negativo del ciclo celular que controla la entrada en la fase S al asociarse con los 
miembros de la familia E2F de factores de transcripción de ADN; en este sentido,  E7 
interrumpe esta función mediante la unión a pRb y  desplazando las  proteínas E2F. Por lo 
tanto las células entran en la fase S y activan los factores de la replicación celular, 
necesarios para la replicación viral. E7 también marca pRb para la degradación proteolítica  
por la vía de proteosomas de  ubiquitina a través del proteosoma 26S (Abdul et al 2009). 
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Figura 4 Imagen del mecanismo de infección del virus de papiloma humano en el cérvix, 
mostrando la entrada del virus a la capa basal del epitelio, así como la integración aleatoria en el 
genoma del hospedero y la posterior transformación celular (Tomado y modificado de Tindle, 
2002). 

En algunos casos, la infección viral es claramente seguida de la activación del 
sistema inmune y la eliminación de la infección del hospedero, sin embargo, las lesiones 
ocasionalmente persisten y progresan malignamente causando tumores, la falla en la 
eliminación del virus es atribuida a una pobre respuesta inmunológica, la cual es vital en la 
protección contra el HPV, y la subsecuente progresión neoplásica. (Gariglio et al 1992; 
Hilders et al 1994; Guzmán-Rojas et al 1998). 
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Sistema inmune 

En un sentido histórico inmunidad significa protección contra la enfermedad y, más 
en concreto, contra una enfermedad infecciosa. Las células y las moléculas responsables 
de su ejecución constituyen el sistema inmunitario, su reacción conjunta y coordinada 
frente a la entrada de sustancias ajenas se denomina respuesta inmunitaria. La función 
fisiológica del sistema inmunitario consiste en la defensa contra los organismos 
infecciosos. Sin embargo, incluso una sustancia ajena que no tenga carácter infeccioso 
puede despertar una respuesta inmunitaria (Abbas et al 2006). El sistema inmunitario 
parece también cumplir un papel relevante en la inmunidad antitumoral. Sin embargo, la 
respuesta inmunitaria parece menos exitosa (Fainboim, 2005). Aunque se hace referencia 
al sistema inmunitario, debe señalarse que existen dos de ellos, la inmunidad innata y la 
inmunidad adaptativa (o adquirida) mediada por una variedad de diferentes células y 
moléculas que colaboran para proteger al organismo (Figura 5) (Kindt, 2007; Parham, 
2003). 

Inmunidad innata 

La inmunidad innata (también llamada inmunidad natural o espontánea) incluye 
mecanismos moleculares y celulares que se montan antes de una infección y cuyo fin es 
prevenirla o eliminarla. Esta primera línea de defensa altamente eficaz impide la mayoría 
de las infecciones desde el principio o las anula en las horas que siguen a su contacto con 
el sistema inmunitario innato. Los elementos de reconocimiento de este sistema 
distinguen de manera precisa entre lo propio y lo extraño, pero no están especializados 
para distinguir diferencias pequeñas en las moléculas extrañas (Abbas et al 2006; Kindt, 
2007). La inmunidad innata comprende, en primer lugar, barreras físicas y anatómicas: la 
piel y los epitelios de los tractos respiratorio, digestivo y genitourinario. Si la barrera 
impuesta por los epitelios a los microorganismos patógenos se supera, se establece en el 
organismo un foco infeccioso primario. A fin de hacerle frente, la inmunidad innata pone 
en marcha de inmediato un conjunto de mecanismos celulares y humorales. Entre los 
componentes celulares se destacan: neutrófilos, eosinófilos, macrófagos, células natural 
killer (NK) por sus siglas en inglés, células dendríticas (DC) por sus siglas en inglés, 
mastocitos, células endoteliales. Los mecanismos humorales involucran: el sistema del 
complemento, las proteínas de fase aguda y los interferones (IFN) α y β (Medzhitov,  2001; 
Fainboim et al 2005). 

Inmunidad adaptativa 

Una segunda forma de inmunidad, conocida como inmunidad adaptativa, se 
establece en respuesta a las infecciones y se adaptará para reconocer, eliminar y más 
tarde recordar al patógeno invasor. La inmunidad adaptativa se desarrolla a partir de la 
innata y comienza pocos días después de la infección inicial (Kindt, 2007). Hay dos tipos de 
respuesta inmunitaria adquirida, la inmunidad humoral y la celular, las cuales están 
mediadas por diferentes componentes del sistema inmunitario y cuya función es eliminar 
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diferentes tipos de microorganismos o de sustancias extrañas que inducen una inmunidad 
específica llamadas antígenos (Ag) (Abbas et al 2006). 

Inmunidad humoral 

 En la inmunidad humoral participan moléculas presentes en la sangre, 
denominadas anticuerpos, que se producen a partir de células conocidas como linfocitos 
B. Estos anticuerpos reconocen específicamente antígenos microbianos, y los linfocitos 
neutralizan la infectividad de los microorganismos y dirigen su acción para su eliminación 
por diversos mecanismos efectores. La inmunidad humoral es el principal mecanismo de 
defensa frente a los microorganismos extracelulares y sus toxinas debido a que los 
anticuerpos secretados pueden unirse a estos microorganismos y toxinas para facilitar su 
eliminación (Roitt, 2004). 

Inmunidad celular 

En la inmunidad celular, también llamada inmunidad mediada por células, 
participan células llamada linfocitos T. Los microorganismos intracelulares, tales como los 
virus y algunas bacterias, sobreviven y proliferan en el interior de los fagocitos y otras 
células del huésped, lugar al que no tienen acceso los anticuerpos circulantes.  La defensa 
frente a este tipo de infecciones depende de la inmunidad celular que induce la 
destrucción de los microorganismos residentes en los fagocitos o de las células infectadas. 
(Abbas et al 2006) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 Representación de las respuestas inmunitarias innata y adaptativa en una cinética de 
tiempo aproximada y que puede variar entre las distintas infecciones (Tomado de Abbas et al 
2006). 
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Linfocitos T 

Las células T no producen anticuerpos, sus receptores de antígenos son moléculas 
de la membrana distintas de los anticuerpos, pero estructuralmente relacionadas con 
ellos. Los linfocitos T colaboradores y citotóxicos (CTL) por sus siglas en inglés, tienen una 
especificidad limitada para los antígenos; sólo reconocen antígenos peptídicos unidos a 
proteínas del huésped codificadas por genes del complejo principal de histocompatibilidad 
(MHC) por sus siglas en inglés y que se expresan en la superficie de otras células. (Stites et 
al 2000). Los linfocitos T, células de la inmunidad celular, se subdividen en poblaciones 
funcionalmente diferentes, de las cuales las mejor definidas son las células T 
colaboradoras (CD4) y las células T citotóxicas (CD8), los linfocitos maduros expresan casi 
siempre una de las dos proteínas y ésta se relaciona con su función celular y con el tipo de 
proteína MHC que reconocen.  Aproximadamente el 70% de las células T son CD4 
mientras que el 25% son CD8; cerca del 4% fuera del timo son CD4- CD8-, dobles negativas 
y el 1% pueden ser doble positivas (Abbas et al 2006). 

 Los linfocitos T auxiliares o CD4+, reconocen péptidos presentados por moléculas 
MHC-II. Este reconocimiento es el estímulo inicial para su activación, además secretan 
proteínas llamadas citocinas que promueven la proliferación y diferenciación siendo la 
principal la interleucina 2 (IL-2). Se pueden distinguir dos grupos de células de las 

reacciones defensoras: TH1 que secretan: IL-2, IL-3, IFN y factor de necrosis tumoral 

(TNF)  y las TH2 que secretan: IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 y GM-CSF (Marais et al 1999). 

Los linfocitos T citotóxicos tienen la capacidad de destruir células extrañas; 
presentan en su superficie moléculas CD8+ y sólo reconocen péptidos antigénicos 
presentados por moléculas MHC-I. El linfocito T citotóxico activado produce gránulos 
citolíticos constituidos por enzimas proteolíticas (perforinas) para destruir células blanco 
(Van Leuween et al 1999). Por lo tanto los linfocitos CD8+ han sido considerados por 
muchos años las principales células efectoras contra el crecimiento de tumores (Abbas et 
al 2006). 

Respuesta inmune contra CaCu 

El HPV ha evolucionado conjuntamente con los humanos durante mucho tiempo y 
por tanto, su ciclo replicativo es muy complejo, de tal forma que puede infectar el tracto 
genital femenino durante varios años con un bajo perfil de expresión, lo que genera una 
muy pobre respuesta inmune innata (Tindle, 2002). Cuando logra establecerse, una 
respuesta adaptativa es más eficiente, y por eso, aunque la tasa de infección es muy alta, 
no todas las infecciones progresan hasta CaCu (Doorbar, 2006), debido a que el 70-90% de 
mujeres infectadas  resuelven la infección  en 12 a 30 meses (Evander et al 1995; Ho et al 
1998). Sin embargo, cuando la infección es persistente y el sistema inmune está 
deprimido, puede darse lugar a la integración del genoma del HPV a la célula hospedera y 
eventualmente, al desarrollo de una neoplasia que puede derivarse hacia tumores 
avanzados y finalmente, hasta metástasis (Zur Hausen, 2000).  
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Potencialmente todas las proteínas del HPV pueden ser blancos antigénicos para 
generar una respuesta inmune, no obstante, de acuerdo con el ciclo biológico del virus, 
algunas de sus proteínas pueden quedar más accesibles al reconocimiento inmune. En las 
etapas tempranas de infección viral o en las etapas iniciales del desarrollo del cáncer 
cervical, cuando existe una amplia formación de viriones, las proteínas de la cápside 
(primordialmente L1)  son los principales antígenos blanco accesibles para la respuesta 
inmune humoral y celular contra la infección por HPV (Zur Hausen, 2000), mientras que las 
oncoproteínas E6 y E7, que se expresan abundantemente en estadios tardíos, constituyen 
los principales  blancos de  la respuesta inmune en el cáncer cervical en etapas avanzadas 
(Frazer, 2004).  

Mecanismos de evasión inmune 

Las infecciones virales son inicialmente intracelulares y los antígenos virales 
escapan al alcance de los anticuerpos. El sistema inmune está involucrado en la infección 
primaria y en la progresión maligna de las lesiones por el HPV, en especial la respuesta 
inmune mediada por células (Calixto-Gómez, 2005). 

En las etapas previas al cáncer invasor, como son el condiloma acuminado, las 
neoplasias preinvasoras y NIC, el sistema inmunológico aún es capaz de combatir y 
promover la regresión o mantener el tumor localizado. Durante la regresión de las 
verrugas genitales se presentan infiltrados locales de células mononucleares, incluyendo 
CTL, NK y macrófagos que invaden la epidermis y destruyen las células neoplásicas  
(Calixto-Gómez, 2005). Sin embargo las células tumorales han desarrollado durante su 
generación múltiples mecanismos inmunosupresores con el propósito de evadir el 
reconocimiento inmune o suprimir los mecanismos efectores de células T anti-tumorales 
(Figura 6). Estos mecanismos pueden cooperar en etapas avanzadas del cáncer para 
limitar la capacidad del sistema inmune para frenar el tumor y la eficacia de las estrategias 
de inmunoterapia para erradicar con éxito las células malignas (Rabinovich et al 2007; 
Calixto-Gómez, 2005).  

Dichos mecanismos incluyen: anormalidades en la presentación de antígenos como 
la ausencia total de la expresión de MHC-I causada por mutaciones del gen β2-
microglobulina;  disminución de la expresión de MHC-I debido a la pérdida selectiva de los 
distintos alelos HLA (Rivoltini et al 2002; Hicklin et al 1999; Wang Z et al 1993; Natali et al 
1989);  presentación deficiente de los antígenos tumorales también debida a defectos en 
la maquinaria de procesamiento de antígenos, incluyendo las mutaciones del 
transportador asociado con el procesamiento de antígenos (TAP) y los componentes del 
inmunoproteasoma (LMP2 y LMP7) (Marincola et al 2000; Spiotto et al 2004 ;Rivoltini et al 
2002; ); defectos en la señalización de TCR como resultado de la actividad inhibitoria de la 
fosfatasa SHP-1 (Koneru et al 2005) y una disminución en la expresión de la cadena ζ de 
CD3 y las cinasas de tirosina p56lck y p59fyn que juegan un rol crítico en eventos de 
señalización que conducen a la activación de células T (Khong and Restifo, 2002; 
Mizoguchi et al 1992); secreción de factores inmunosupresores como el factor de 
crecimiento transformante (TGF)-β que inhibe proliferación, activación y diferenciación de 
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células T (Li et al 2006), células NK también pueden suprimir la eficacia de las respuestas 
de linfocitos T citotoxicos a través de mecanismos relacionados con la producción de IL-13 
y TGF-β (Teraben et al 2000), IL-10 que afecta la funcionalidad de CD (Gerlini et al 2004) y 
protege a las células tumorales de citotoxicidad mediada por CTL (Kurte et al 2004), 
prostaglandina E2 (PGE2) (Akasaki et al 2004), y sialomucinas (Agrawal et al 1998); señales 
coestimulatorias negativas como CTLA-4 que disminuye la respuesta antitumoral 
(Sotomayor et al 1999; Van Elsas et al 1999; Phan et al 2003) interacciones entre el 
receptor de muerte programada-1 (PD-1) y el ligando de muerte programada -1 (PD-L1) 
(Blank et al 2005) inhibiendo la activación de células T (López et al 2005); expresión de 
ligandos de receptores de muerte (por ejemplo, FasL, TRAIL), así como el ligando RCAS1 
induciendo la detención del ciclo celular y la apoptosis de las células T activadas 
(Nakashima et al 1999); mecanismos de participación de los gangliósidos e interacciones 
CD70-CD27 que pueden inducir la muerte de las células T (Chahlavi et al 2005); 
interacciones de proteoglicanos como la galectina-1 que inhibe las funciones de las células 
T efectoras mediante la inducción de apoptosis de las células T (Perillo et al 1995), la 
sensibilización de las células T a la muerte celular inducida por FasL (Matarrese et al 2004), 
el bloqueo de señalización de TCR (Chung et al 2000), la supresión de Th1 y la secreción de 
citocinas proinflamatorias (Rabinovich et al 1999 ); células T reguladoras (Tregs) que están 
bajo la influencia de la quimiocina CCL22 para suprimir respuestas de células T (Sakaguchi 
, 2004). 

Otro mecanismo inmunosupresor, recientemente propuesto, es la vía 
adenosinérgica mediante la producción de adenosina extracelular la cual está presente en 
concentraciones inmunosupresivas dentro del microambiente de tumores sólidos y puede 
por lo tanto ser un factor importante en la evasión inmune por las células tumorales (Blay 
et al 1997). La generación de adenosina extracelular implica la fosfohidrólisis de 
nucleótidos intermedios de adenina, y está regulada por la etapa terminal enzimática 
catalizada por la 5’ ecto-nucleotidasa (CD73) (Thompson et al 2004). 
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Figura 6 Mecanismos y estrategias inmunosupresoras explotadas por los tumores para evadir las 
respuestas inmunes (Ver texto). Tomado y modificado de Rabinovich et al 2007 y Abbas et al 
2006). 
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5’ -ectonucleotidasa (CD73) 

CD73 conocida como una 5´-ectonucleotidasa (EC.3.1.3.5) es una glicoproteína 
anclada a membrana de 70 Kilodaltones (kDa) vinculada a proteínas 
glicosilfosfatidilinositol (GPI) por sus siglas en inglés, encontrada en varios tejidos (Colgan 
et al 2006). Fue originalmente definida como un antígeno de diferenciación de los 
linfocitos y se expresa en muchos tipos de células incluyendo los subgrupos de linfocitos, 
las células endoteliales y las células epiteliales (Resta et al 1998). 

Se ha reportado que CD73 actúa como una molécula de señalización de 
cooperación en los linfocitos T y como una molécula de adhesión que se requiere para la 
unión de linfocitos al endotelio (Massaia et al 1990; Dianzani et al 1993; Resta and 
Thompson, 1997). Está vinculada con el control de una variedad de respuestas fisiológicas, 
incluyendo transporte de fluidos e iones epiteliales, el precondicionamiento isquémico, 
lesión de los tejidos, la función plaquetaria, fuga vascular, función de barrera vascular, 
restricción de la migración de linfocitos a los ganglios linfáticos, estimulación  de la 
hidratación de la mucosa  (Colgan et al 2006; Thompson et al 2004; Lennon et al 1998; 
Takedachi et al 2008; Madara et al 1993). También se ha demostrado que participa en 
interacciones célula-célula y célula-matriz, está implicada en la resistencia a las drogas y la 
promoción de tumores (Airas et al 1995), suprime las respuestas pro-inflamatorias en 
células endoteliales humanas (Grünewald and Ridley, 2010), se expresa ampliamente en 
muchas líneas celulares tumorales y está regulada en diversos carcinomas, incluidos los de 
colon, pulmón, páncreas y ovario (Spychala, 2000); y el aumento de los niveles de 
expresión se asocia con neovascularización tumoral, invasión, migración , adhesión y 
metástasis, y con menor tiempo de supervivencia en los pacientes con cáncer de mama 
(Wang et al 2008).  

Recientemente, se cree que las acciones biológicas de CD73 son una consecuencia 
(al menos en gran parte) de la actividad enzimática fosfohidrolitica regulada de 
nucleótidos extracelulares, hidrolizando nucleótidos monofosfatos hacia nucleosidos 
bioactivos intermedios. CD73 unido a superficie metaboliza adenosina 5´-monofosfato 
(AMP) a adenosina (Colgan et al 2006; Zhang, 2010).   

Generación de adenosina extracelular 

 La adenosina está implicada en una amplia variedad de funciones biológicas 
básicas, incluyendo la biosíntesis de nucleótidos o de metabolismo energético celular. En 
el exterior de la célula, sirve principalmente como una molécula de señalización. Sin 
embargo durante condiciones de estrés celular (inflamación, lesión, isquemia e hipoxia 
aguda), se deriva esta molécula que se acumula en el espacio extracelular (Haskó et al 
2008; Eltzschig, 2010). Recientemente se ha propuesto que la protección de tumores de 
las células T antitumorales es debido a la inmunosupresión por la vía adenosinérgica 
mediante la producción de adenosina extracelular la cual está presente en células 
cancerosas y constituye un importante mecanismo de escape inmune en tumores 
(Sitkovsky a et al 2008; Pellegatti et al 2008).  
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La generación de adenosina extracelular ha sido ampliamente implicada como una 
respuesta adaptativa a la hipoxia y esta puede ser producida como consecuencia de: a) la 
difusión o el transporte de adenosina intracelular o b) debido a la hidrólisis enzimática del 
ATP extracelular (Sitkovsky et al 2008).  

Difusión o transporte de adenosina intracelular 

El principal mecanismo responsable de la rápida disminución de los niveles de 
adenosina es la captación de adenosina extracelular al compartimento intracelular, 
seguido por un rápido metabolismo intracelular a través de la desaminación a inosina por 
la adenosina deaminasa (ADA) o por la fosforilación para formar AMP, catalizada por la 
adenosina cinasa (AK) por sus siglas en inglés (Morote-Garcia et al 2008; Eltzschig et al 
2006 a); Van Linden and Eltzschig 2007). Sin embargo la hipoxia tisular local que sigue al 
daño de las células endoteliales y la microcirculación y la interrupción normal de la sangre 
y el suministro de oxígeno se asocia con a) disminución de la adenosina 5'-trifosfato (ATP) 
intracelular b) incremento de la  adenosina 5´-monofosfato (AMP) intracelular c) 
inhibición de adenosina cinasa d) acumulación de adenosina intracelular y (e) subsecuente 
transporte o difusión de adenosina intracelular y acumulación de adenosina en el espacio 
extracelular (Zhang, 2010; Sitkovsky et al 2008). La adenosina puede atravesar la 
membrana celular a través de los transportadores de nucleósidos de concentración o de 
equilibrio. Transportadores de nucleósidos de equilibrio (ENT) por sus siglas en inglés 1 y 2 
son funcionalmente los transportadores de adenosina más relevantes (Eltzschig et al 
2005; Loffler et al 2007). ENT representan canales que permiten que la adenosina cruce 
libremente la membrana celular después de un gradiente de concentración. En 
condiciones fisiológicas, las diferencias entre las concentraciones de adenosina intra o 
extracelular son muy pequeñas (Loffler et al 2007). El flujo de salida de adenosina se 
observa en  lesión tisular, necrosis e isquemia, y por tanto, puede ser una fuente 
importante de este nucleósido extracelular en tumores sólidos (Zhang, 2010; Sitkovsky et 
al 2008). 

Hidrólisis enzimática del ATP extracelular 

En la hidrólisis enzimática de ATP extracelular, la generación de adenosina 
extracelular por hipoxia es provocado por la ectonucleotidasa trifosfato difosfohidrolasa-1 
(CD39)  y 5’ ectonucleotidasa (CD73) que representa una importante vía de generación de 
adenosina extracelular (Kobie et al 2006). La generación de adenosina a través de este 
proceso ha sido reportado  en células T reguladoras, células dendríticas foliculares y 
células epiteliales entre otras (Decking et al 1997; Synnestvedt et al 2002; Kobie et al 
2006; Deaglio et al 2007 y Resta et al 1998). Este proceso se produce en una reacción de 
tres pasos:  

Como primer paso, varios tipos de células liberan nucleótidos intracelulares 
almacenados, particularmente en forma de ATP y ADP (Eltzschig, 2009). Es importante 
señalar que los niveles intracelulares de ATP son muy altos (5-8 mmolar) y la liberación de 
nucleótidos desde fuentes intracelulares puede ocurrir durante el daño celular o la muerte 
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(lisis, necrosis, apoptosis, etc.) (Chen Y et al 2006). Plaquetas activadas las cuales liberan 
ADP desde vesículas intracelulares almacenadas a través de la liberación granular 
proporcionan una fuente adicional de nucleótidos extracelulares (Weissmuller et al 2008). 

 Como segundo paso CD39, ENTPD1 (ectonucleotidasa trifosfato difosfohidrolasa-
1) (EC 3.6.1.5) hidroliza ATP y ADP a sus respectivos nucleótidos (Robson et al 2005). Esta 
ectonucleotidasa fue descrita por primera vez como un marcador de activación de 
linfocitos B y se expresa en NK, monocitos, DC y subconjuntos de células T activadas. 
(Dwyer et al 2007). Como tercer y último paso de generación de adenosina extracelular la 
5´-ectonucleotidasa ó CD73 (EC 3.1.3.5) hidroliza nucleótidos de monofosfato  
extracelulares hacia nucleósidos intermedios  bioactivos, metabolizando AMP hacia 
adenosina (Figura 7) (Colgan et al 2006;  Resta y Thompson, 1997).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 Representación de generación de adenosina extracelular a través de hidrolisis enzimática. 
En la imagen se presenta la actividad de CD39 y CD73 para dar lugar a la adenosina mediante la 
degradación de nucleótidos extracelulares. (Tomado y modificado de Dwyer, 2007 y Khakh y 
Busnstock, 2010). 

Se ha demostrado que células epiteliales tumorales de ratones expresan CD39 y 
CD73 y que algunas células tumorales, por ejemplo, de melanoma pueden producir 
adenosina. Es importante resaltar que CD73 es significativamente aumentada en los 
tejidos cancerosos acompañada de una alta actividad enzimática, lo que puede mediar en 
la producción de adenosina extracelular (Zhang, 2010; Spychala, 2000). Por lo tanto las 
células tumorales contribuyen a los elevados niveles de la adenosina en el microambiente 
tumoral a través de la actividad enzimática de CD73 y sus altos niveles de expresión en el 
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tumor probablemente sean inducidos en el microambiente tumoral local. El factor 
inducible por hipoxia (HIF-1) por sus siglas en inglés, también contribuye a la progresión 
tumoral y la metástasis ya que es uno de los reguladores maestros que orquestan la 
respuesta celular a la hipoxia. Es un heterodímero compuesto que expresa una subunidad 
inducible α y una constitutiva β (Giaccia et al 2003; Semenza, 2003). Análisis 
inmunohistoquímicos han demostrado que HIF-1 α está presente en altos niveles en los 
tumores humanos en comparación de tejidos  normales (Zhong et al 1999). 

 Se ha reportado que la expresión de CD73 es regulada por el factor inducible por 
hipoxia (HIF)-1α en células epiteliales (Synnestvedt et al 2002). Por lo tanto, CD73 inducida 
por HIF-1α en orden secuencial puede convertir AMP en adenosina, que conduce a niveles 
elevados de adenosina extracelular en el tumor (Zhang, 2010; Sitkovsky et al 2008). Por 
otra parte se ha demostrado que (HIF)-1α inhibe AK impidiendo la refosforilación hacia 
AMP llevando a niveles elevados de adenosina intracelular (Morote-Garcia et al 2008), que 
como se mencionó anteriormente es transportada hacia el espacio extracelular. 

Adenosina en la respuesta inmune 

Las funciones específicas inmunosupresoras de la adenosina incluyen inhibición 
potencial de una serie de respuestas de células T como: regulación de CD25, secreción de 
IL-2 y citocinas proinflamatorias como el interferón-γ y factor de necrosis tumoral α (TNF-
α), inducción de moléculas efectoras citolíticas como perforinas y el ligando Fas, adhesión 
de los linfocitos asesinos a las células tumorales, exocitosis de gránulos por los linfocitos T 
citotóxicos, además puede suprimir células NK, e inhibe la proliferación de células T 
(Hoskin et al 2008). 

La adenosina extracelular induce sus potentes efectos inmunosupresores vía 4 
receptores (ARs) por sus siglas en ingles, específicos bien caracterizados: A1, A2A, A2B  y 
A3 (Fredholm et al 2001; Linden et al 2001). Los ARs tienen siete dominios transmembrana 
que abarcan y se acoplan a proteínas de unión GTP intracelulares (Proteínas G), utilizando 
AMP cíclico intracelular (AMPc) como segundo mensajero (Haskó et al 2008). El receptor 
A1 de alta afinidad y el receptor A3 de baja afinidad están acoplados a proteínas Gi. Los 
receptores A2 se subdividen en A2A  de alta afinidad y A2B de baja afinidad los cuales 
están acoplados a proteínas Gs incrementando AMPc. (Linden, 2001; Thiel et al 2003; 
Sitkovsky, 2003, 2008).  

Los ARs ejercen efectos sobre respuestas de células del sistema inmune como 
macrófagos, células dendríticas, neutrofilos, mastocitos y linfocitos. Además de regular la 
función de los linfocitos indirectamente mediante la estimulación de ARs en las células 
inmunes innatas como las células dendríticas, la adenosina también puede afectar 
directamente respuestas de los linfocitos mediante la unión y la activación de estos 
receptores. ARA2A son los receptores de adenosina dominantes en el dictado de 
respuestas de los linfocitos (Haskó et al 2008). Los receptores A2A y A2B, se encuentran 
dispuestos predominantemente en la membrana de linfocitos T citotóxicos CD8+, y  son 
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los responsables para ejercer un efecto regulador  sobre estas células efectoras (Lappas et 
al 2005; Huang et al 1997; Koshiba et al 1997). 

Es conocido que el receptor  A2A de alta afinidad a adenosina, tiene un papel 
crítico en la protección del tejido normal contra la inflamación (Sullivan and Linden 1998; 
Linden  2001; Jacobson and Gao, 2006). Sin embargo, se ha propuesto que el receptor A2A 
dispuesto en la membrana de los linfocitos T, protege a los tumores de la actividad 
antitumoral por estas células efectoras en un microambiente rico en adenosina (Otha et al 
2006). La señalización vía el receptor A2A  en las células T resulta en la inhibición de la 
activación y de la expresión del receptor del linfocito T y muchas otras funciones efectoras 
(Figura 8), incluyendo proliferación mediante la inhibición de IL-2, expansión y la secreción 
de citocinas importantes con función antitumoral como IFN-γ ,TNF-α e IL-4 (Sevigny et al 
2007; Sitkovsky and Ohta, 2005; Otha et al 2006; Mirabet et al 1999). También regulan el 
aumento de la expresión de moléculas coestimulantes negativas tales como CTLA4  y PD1, 
así como de  la disminución de la molécula coestimuladora CD-40L (Sevigny et al 2007), 
como consecuencia de la elevada producción de AMPc mediante la estimulación de la 
adenilato ciclasa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 Representación de la inhibición de una célula T efectora mediante el incremento del 
AMPc por la señalización del receptor A2A de la adenosina la cual es generada a partir de hidrólisis 
enzimática de CD39 y CD73 ancladas en la superficie de una célula tumoral (Tomado y modificado 
de Sitkovsky  et al 2008; Zhang, 2010). 
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También se ha demostrado en un modelo de ratón que la adenosina, a través de el 
receptor A3, puede interferir con el reconocimiento de las células tumorales y la actividad 
citolítica de los linfocitos citotóxicos que bajo condiciones de activación están regulados 
por estos receptores y pueden contribuir a los efectos provocados por la adenosina (Gessi 
et al 2004). 

Dadas las propiedades inmunosupresoras fuertes de la adenosina y su 
concentración alta en los tumores sólidos, es razonable inferir que la adenosina puede 
constituir una parte importante de la llamada "barrera inmunológica" que conduce a un 
fracaso en la respuesta inmune antitumoral. Recientemente se han ideado algunos 
sistemas para contrarrestar el efecto inmunosupresor de adenosina en tumores, por 
ejemplo la actividad de la 5'-nucleotidasa puede ser inhibida por una variedad de análogos 
de nucleótidos di-y tri-fosfatos. Los análogos del nucleótido ADP son más potentes que los 
de  ATP (Naito, 1985). El análogo de ADP, adenosina 5’- αβ-metileno difosfato (APCP) es 
un inhibidor relativamente selectivo de la enzima 5'-ectonucleotidasa (Sowa et al 2010; 
Zimmermann, 1992)  y ha sido probado con éxito en modelos de tumores (Zhang, 2010).  

Por otro lado se ha empleado el uso de antagonistas del receptor A2A como la 
cafeína, lo que ha permitido la reactivación de la actividad funcional de linfocitos T 
efectores y la disminución del tamaño tumoral (Ohta et al 2006). Los antagonistas de los 
receptores de adenosina, incluida la cafeína, mejoran la inhibición del crecimiento tumoral 
por los linfocitos T, permitiendo una reducción de la metástasis y previenen la angiogenia 
tumoral (Figura 9). La cafeína puede bloquear de forma dependiente de la dosis los 
efectos del autocoide adenosina, incluidos los que se producen en las células cancerosas 
que también tienen receptores de adenosina. Por el momento los receptores de 
adenosina de las células cancerosas no se han considerado una diana para el desarrollo de 
fármacos anticancerosos. Sin embargo, hay evidencias de que los receptores de adenosina 
de las células del sistema inmunitario pueden ser una buena diana terapéutica al menos 
en ciertos tipos de cáncer (Franco et al 2008), lo cual sugiere que el uso de antagonistas 
del receptor A2A y/o el bloqueo de la generación de adenosina a través de la inhibición de 
la ectoenzima CD73, puede ser de gran relevancia para revertir el efecto inmunosupresor 
en el microambiente tumoral. 
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Figura 9. Papel de los receptores A2A de adenosina en los efectos antitumorales de los linfocitos T. 
Imagen de un tumor desarrollado con producción de adenosina activando los receptores A2A de 
adenosina en linfocitos, lo cual implica una inhibición de su actividad antitumoral (izq). Bloqueo de 
los receptores A2A con un antagonista, los linfocitos T tendrían más capacidad antitumoral (der) 
(Tomado y modificado de Franco et al 2008). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El cáncer cérvico-uterino (CaCu) es la segunda causa de muerte por tumores 
malignos entre las mujeres de todo el mundo con medio millón de nuevos casos y cerca 
de 300.000 muertes cada año y en México es una de las principales causas de muerte y 
cada año se diagnostican alrededor de 12,000 casos nuevos de CaCu invasor (INEGI, 2010; 
Muñoz et al 2002). Actualmente, es el primer cáncer reconocido por la Organización 
Mundial de la Salud que es cercano al 100% atribuible a la infección por el virus de 
papiloma humano (HPV) (Bosch et al 2002), siendo la enfermedad de transmisión sexual 
más común en el mundo (Herman and Baylin, 2003). La persistencia de la infección por 
HPV de alto riesgo y  la deficiente respuesta inmune para eliminar a las células infectadas 
en sus etapas iniciales juega un papel muy importante  (Bellone et al 2009). Se ha 
reportado que durante el desarrollo de la neoplasia cervical, varios factores 
inmunosupresores pueden intervenir para evitar la respuesta inmune celular de manera 
eficiente, ya que las células tumorales han desarrollado múltiples mecanismos para  evadir 
el reconocimiento inmune o suprimir los mecanismos efectores de células T anti-
tumorales (Tindle, 2002). Un mecanismo inmunosupresor recientemente propuesto es la 
vía adenosinérgica, el cual a través de la fosfohidrólisis de nucleótidos intermedios de 
adenina mediado por la enzima 5’- ectonucleotidasa (CD73), produce adenosina 
extracelular cuya función es la de inhibir varios mecanismos que conducen a la activación 
y a la función efectora de linfocitos T citotóxicos (Blay et al 1997; Thompson et al 2004; 
Ohta et al 2006). A través de análisis inmunohistoquímicos, nuestro grupo de trabajo ha 
detectado la presencia de la molécula CD73 en membrana y citoplasma de células 
malignas distribuídas en cortes histológicos de tejidos tumorales de CaCu de diferentes 
estadios clínicos, por lo que nos permitió sugerir  que la vía adenosinérgica, a través de 
CD73 y la liberación de adenosina (potente factor anti-inflamatorio), pudiera ser un 
mecanismo de  inmunosupresión utilizado por las células tumorales. Por tal motivo, en el 
presente trabajo de investigación, empleamos líneas celulares derivadas de tumores de 
CaCu para  analizar  la presencia y la actividad funcional  de la 5´-ectonucleotidasa ó CD73 
(EC 3.1.3.5).  La identificación de la vía adenosinérgica y  su actividad funcional en células 
tumorales de CaCu resulta de gran importancia en este tipo de tumor,  puesto que 
constituye  un  mecanismo de supresión inmunológica contra células efectoras del sistema 
inmune. Por lo que será importante enfocar estudios para establecer nuevos protocolos 
de inmunoterapia hacia este tipo de cáncer. 
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HIPÓTESIS 

Se sabe que en las etapas previas al cáncer invasor, el sistema inmunológico aún es 
capaz de combatir y promover la regresión o mantener el tumor localizado. Sin embargo 
las células tumorales han desarrollado múltiples mecanismos inmunosupresores con el 
propósito de evadir el reconocimiento inmune o suprimir los mecanismos efectores de 
células T anti-tumorales. Recientemente se ha demostrado que la vía adenosinérgica, 
caracterizada por la producción de adenosina, a través de la degradación de nucleótidos 
extracelulares como AMP, catalizados por la ectoenzima CD73, es un nuevo mecanismo de 
inmunosupresión  en tumores. Por otro lado, nuestro grupo de trabajo ha evidenciado la  
presencia de CD73 en células tumorales  en cortes histológicos de tumores con diferentes 
estadios clínicos de cáncer cérvico uterino.  En consecuencia, se espera que  líneas 
celulares derivadas de tumores de cuello uterino expresen la molécula 5´-
ectonucleotidasa ó CD73 (EC 3.1.3.5) y tengan actividad funcional para generar adenosina, 
un potente agente inmunosupresor de linfocitos T.  
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

**Analizar la expresión y la actividad funcional de la 5´-ectonucleotidasa ó CD73 en líneas 
celulares tumorales derivadas de CaCu. 

Objetivos particulares 

**Analizar la expresión de la 5´-ectonucleotidasa ó CD73 en líneas celulares tumorales 
derivadas de CaCu. 

**Analizar la actividad funcional de la 5´-ectonucleotidasa ó CD73 en líneas celulares 
tumorales derivadas de CaCu. 

**Evaluar la inhibición de la actividad funcional de  5´-ectonucleotidasa ó CD73 en líneas 
celulares tumorales derivadas de CaCu. 

**Analizar la capacidad inmunosupresora de las líneas celulares tumorales derivadas de 
CaCu mediante  la actividad funcional de la 5´-ectonucleotidasa ó CD73. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Cultivos celulares 

En el presente trabajo se emplearon 10 líneas celulares tumorales derivadas de 
cáncer cérvico-uterino (Cacu) (Cuadro 4). Cinco líneas celulares presentaron positividad 
para la infección por virus de papiloma humano (HPV) tipo 18, dos para HPV-16;  una para 
HPV-45 y dos fueron negativas para cualquier tipo de HPV. Además  se contó con la línea 
celular Hacat de queratinocitos humanos, negativa a la infección por HPV, la cual fue 
empleada como control. 

LINEA CELULAR CARACTERISTICAS 

Hela Carcinoma epiteloide (Adenocarcinoma). (HPV 18) 

Inbl Carcinoma epidermoide de células grandes no queratinizado; 

estadio clínico IVB. (HPV 18) 

Calo Carcinoma epidermoide de células grandes, no queratinizado; 

estadio clínico IIB. (HPV 18) 

Rova Carcinoma de células escamosas; estadio clínico IIB. (HPV 18) 

Vipa Carcinoma IIA .(HPV18) 

Caski Carcinoma epidermoide cervical metastásico. (HPV 16) 

Siha Carcinoma escamoso de cérvix. (HPV 16) 

MS-751 Carcinoma de cérvix. (HPV 45) 

C33A Carcinoma de cérvix. (HPV negativo) 

Vibo Carcinoma de cérvix (HPV negativo) 

Hacat Queratinocitos humanos, negativa a la infección por HPV 

Cuadro 4. Líneas celulares utilizadas en el estudio. 

Las líneas celulares fueron mantenidas bajo condiciones de cultivo, empleando 
medio de cultivo RPMI 1640 de GibcoBRL (Life Technologies) suplementado con suero 
fetal de bovino (SFB) GibcoBRL (Life Technologies) al 10%,  antibióticos  (penicilina 
100U/mL y estreptomicina 100ug/mL), mantenidas bajo condiciones  de esterilidad y 
reguladas a temperatura constante de  37 °C en una incubadora (Forma Scientific)  con 5% 
de CO2  y  un ambiente de humedad saturante. 
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Ensayo de citometría de flujo 

Para determinar la expresión de CD73 en la membrana celular de las diferentes 
líneas celulares derivadas de CaCu, se empleó un análisis de  citometría de flujo. 
Brevemente, un total de 5 x 105 células resuspendidas en PBS suplementado al 2% con SFB 
fueron colocadas en viales a 4° C por 30 min, en obscuridad con el anticuerpo monoclonal 
(mAb) anti-CD73-PE, de acuerdo a las cantidades sugeridas por el proveedor  (Beckton 
Dickinson). Las  células fueron también teñidas con un isotipo control  IgG2a-PE (Caltag 
Laboratories). Después de 2 lavados con PBS-SFB, las células marcadas fueron  analizadas  
mediante un citómetro de flujo FACS- Calibur (BD Biosciences), contando un mínimo de 
10,000 eventos.   

Ensayo de actividad enzimática 

Con la finalidad de evaluar la actividad enzimática de las moléculas CD73 en las 
líneas celulares de CaCu, se estableció un ensayo in vitro para convertir Adenosina 
Monofosfato (AMP) a Adenosina. Para  ello, 10 X 106 células  viables de cada una de las 
líneas celulares fueron depositadas por duplicado en placas de 96 pozos de fondo cóncavo 
estériles con  medio de cultivo RPMI-1640 suplementado al 10% con sustituto de suero 
(SS) (Invitrogen USA). En uno de los pozos se colocó Adenosina 5’-monofosfato (AMP) 
(Sigma, Life science)  a una concentración final  de 5mg/mL, mientras que en el segundo 
pozo las células fueron preincubadas durante 15 minutos con 5mg/mL del inhibidor de 
CD73,  adenosina 5’- αβ-metileno difosfato (APCP) (Sigma-Aldrich), y posteriormente se 
adicionó el sustrato AMP a una concentración final de 2.5mg/mL, el volumen final de 

reacción fue de 200L. Después de la adición del sustrato, las células fueron 
resuspendidas  e inmediatamente se tomó una alícuota de 1µL (Tiempo cero) y las células 
fueron incubadas a 37°C, humedad saturante y 5% de CO2. A partir de ese momento y en 
cada hora de incubación (1-8 hrs) fueron tomadas muestras  de 1 µL de la suspensión 
celular. Todos los sobrenadantes  de las líneas celulares fueron almacenados a -20°C en  
tubos eppendorff para ser usados posteriormente. 

Cromatografía en capa fina (CCF) 

Para analizar la conversión de AMP a Adenosina, se utilizó un ensayo de 
cromatografía en capa fina (CCF), para ello, los sobrenadantes obtenidos del cultivo de las 
líneas celulares con AMP tomados en los diferentes tiempos (1-8hrs), fueron colocados 
sobre laminillas de CCF fluorescentes de poliéster conteniendo silica gel  (Sigma USA) 
(3x8cm). Después de 30 minutos las laminillas fueron colocadas verticalmente en una 
cámara de elución conteniendo 2mL de una mezcla de solventes orgánicos (Fase móvil) 
compuesta por: isobutanol: alcohol isoamílico:etoxietanol:amoniaco:agua (9:6:18:9:15). 
La fase móvil se dejó correr durante 1 h y posteriormente las laminillas fueron retiradas de 
la cámara de elución para su secado a temperatura ambiente. Se emplearon como 

controles 1L de una solución de  Adenosina 5’-monofosfato y  de Adenosina 99% (Ado) 
(Sigma, Life science) a una concentración de 5mg/mL. Finalmente los compuestos AMP y 
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Adenosina fueron visualizados y fotografiados a través de un transiluminador  en una 
cámara con luz ultravioleta (UV). 

Obtención y cultivo de Linfocitos de Sangre Periférica (LSP) 

Con la finalidad de obtener células mononucleares de sangre periférica para 
evaluar la capacidad inmunosupresora de adenosina en la proliferación de linfocitos, se 
tomaron  10-15 mL de sangre periférica de un donador sano mediante  punción en la vena 
de un brazo empleando tubos vacutainer con anticoagulante (ACD) (Becton, Dickinson, 
USA). En condiciones de esterilidad la muestra de sangre fue procesada y centrifugada a 
2000 rpm durante 10 minutos para separar el plasma (fase superior) del paquete celular  
(fase inferior). Con ayuda de una  pipeta serológica fue retirado el plasma  y colocado en 
otro tubo para eliminar las proteínas de complemento mediante baño maría a 
temperatura de 56°C durante 30 minutos.  La fase inferior conteniendo el paquete celular, 
fue  trasvasada a un tubo  Falcon de 50 mL para lavar las células con solución buffer salina 
de fosfatos (PBS). Después de dos lavados, el paquete celular se diluyo con igual volumen 
de PBS y la mezcla se adicionó a otro tubo Falcon que contenía 10 mL de Ficoll (Linfograde  
Microlab, Mex) con una densidad de 1.077 g/mL. Posteriormente el tubo fue centrifugado 
durante 30 minutos a 1000 rpm.  A continuación, la banda blanca, conteniendo a los 
linfocitos, situada en la interfase, fue retirada lentamente del gradiente y los linfocitos 
finalmente fueron resuspendidos con medio ISCOVES´S modificado con 10% de Suero 
Autólogo libre de complemento, 4mM de L-glutamina, 1 mM de Piruvato de Sodio, 20 uM 
de 2-Mercaptoetanol y una mezcla de aminoácidos no esenciales (Gibco BRL, USA), 

además de antibióticos (penicilina 100U/mL y estreptomicina 100g/mL). 

Cultivo de LSP con la adenosina producida  en los cultivos de las líneas 
celulares. 

Los LSP obtenidos por Ficoll fueron  sembrados  por triplicado a una concentración 
de 50,000/100 µl  conteniendo diluciones de  los sobrenadantes de los cultivos de las 
líneas celulares con AMP, aproximadamente a una concentración final de 10 µg/mL  
tomando como base que la concentración inicial de AMP fue de 2.5mg/mL.  Para inducir la 
proliferación de los linfocitos T se adicionaron perlas conteniendo anti-CD3/CD28 
(Dynanbeads, Invitrogen USA)  en una proporción  1:10,  perlas:LSP. Por otro lado, con la 
finalidad de evaluar de manera simultánea el bloqueo del efecto inmunosupresor de  
adenosina sobre la proliferación de LSP,  se adicionó cafeína (J.K Baker,USA), un agente 
bloqueador de los receptores para adenosina (A2A, A2B, A1, A3) en los linfocitos T,   a una 
concentración final de 300 µM. LSP sembrados en presencia de perlas co-estimuladoras 
(control positivo de proliferación), con medio solo, con AMP , con Adenosina,  con cafeína 
y  con adenosina-cafeína fueron sembrados de manera independiente para establecer los 
controles correspondientes.    
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Marcaje y conteo de proliferación de linfocitos T cultivados con productos 
de la actividad funcional de CD73 

Después de 72 hrs de cultivo, los linfocitos T fueron marcados con 1 µCi de timidina 
tritiada [3H] (Dupont, USA) por cada pozo y se dejaron en cultivo por 24 hrs más. La placa 
de 96 pozos fue almacenada a -70°C con la finalidad de detener la proliferación de 
linfocitos.  Las células fueron cosechadas con ayuda de una  cosechadora de células 
(marca Brandel modelo MH-12 USA) y la incorporación de [3H] en los linfocitos T fue 
determinada con ayuda de  un contador de centelleo  automático (Beckman modelo LS 
6,500 USA).  Finalmente se determinó el porcentaje de inhibición en la proliferación 
inducido por cada uno de los sobrenadantes  empleando la siguiente fórmula:  

%inhibición = 1- ((cpm de los linfocitos cultivados con sobrenadantes/cpm de los 
linfocitos cultivados con perlas anti- CD3/CD28)) X 100 

Análisis estadístico 

Para verificar las diferencias significativas (P<0.05) los %inhibición se analizaron 
utilizando la prueba t de Student.  
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RESULTADOS 

Expresión de CD73 en líneas celulares derivadas de tumores de cáncer 
cérvico-uterino. 

La expresión de la molécula CD73 en la membrana de las líneas celulares fue 
detectada con ayuda del anticuerpo monoclonal anti-CD73-PE (histograma marcado con 
línea negra) mientras que las células marcadas con anticuerpo isotipo control  (histograma 
en color rojo) fueron tomadas como referencia (Figura 10). Las líneas celulares mostraron 
gran variabilidad en la expresión de CD73 en membrana celular, encontrándose valores 
desde 1.75 a 10.65 de intensidad media de fluorescencia (IMF). La línea celular negativa a 
HPV, C33A no expresó la molécula CD73, mientras que las líneas celulares Vibo (HPV-) y 
Calo (HPV-18+) casi no la presentaron, mostrando valores de 3.75 y 3.5 de IMFs, 
respectivamente. Las líneas celulares Hela, Rova, Inbl y Vipa (HPV-18+); Caski y Siha (HPV-
16+) y MS-751 (HPV-45+) presentaron valores de CD73 superiores a 5 de IMF. La línea 
celular Hacat empleada como control de referencia no fue incluida en los histogramas ya 
que no puede considerarse como un control normal.  En este caso no se dispuso de una 
estirpe epitelial normal de cuello uterino. 

 

Actividad enzimática de  CD73  en las líneas celulares  de CaCu. 

Se sabe que la acción biológica de CD73 es la hidrólisis de nucleótidos 
monofosfatos como el AMP hacia nucleósidos bioactivos intermedios como lo es la 
adenosina. La actividad enzimática de 1x107  células de cada una de las líneas celulares 
derivadas de  CaCu en presencia de 2.5 mg de AMP y de un inhibidor de CD73 (adenosina 

5’- αβ-metileno difosfato, APCP) fue analizado en una cinética de 8 horas de incubación. 
Como se esperaba,  la actividad enzimática de CD73  se asoció estrechamente con su  
expresión en la membrana celular. Las líneas celulares negativas  a la infección por  HPV, 
C33A y Vibo, así como las líneas celulares Rova y MS-751 positivas a HPV-18 y HPV-45 
respectivamente, mostraron actividad enzimática de CD73 muy baja,  ya que sólo una 
pequeña fracción de  AMP  fue convertida a adenosina durante la cinética de cultivo 
(Figuras 11-13). La conversión completa de AMP a  adenosina  fue observada de manera 
diferencial en 7  de las 10 líneas   celulares de  CaCu: Caski en más de 4hrs y  Siha en 8 hrs 
(Figura 11);  Hela, Calo y  Vipa a partir de la  segunda hora,  mientras que en Inbl, la 
conversión de AMP a adenosina  fue inmediata (Figura 12); finalmente la línea celular 
Hacat mostró un tiempo de conversión de 6 horas (Figura 13).                                                                                    
Por otra parte, la actividad de  CD73 fue parcialmente inhibida por la adición del  inhibidor 
específico APCP en la mayoría de los cultivos de las líneas celulares, no obstante el 
inhibidor fue incapaz de inhibir la actividad enzimática de CD73 en las líneas celulares 
Calo, Vipa e Inbl (Figura 12). 
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FIGURA 10. Expresión de CD73 en las líneas celulares de cáncer cérvico-uterino. Se muestra la 
intensidad media de fluorescencia (IMF) en las células marcadas con isotipo control (histogramas 
en rojo)  y en aquellas positivas a CD73 (histogramas marcados en línea negra). 
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Figura 11. Actividad enzimática de CD73 en las líneas celulares C33A, Vibo (negativas a la 
detección de HPV) Caski y Siha (positivas a la detección de HPV-16), fue determinada al cultivar   
1x107 células con 2.5mg/mL de AMP en ausencia (-) o en presencia  (+) del inhibidor APCP de 
CD73. La conversión de AMP a Adenosina fue analizada cada hora a través de cromatografía en 
capa fina y revelada mediante rayos UV.   
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Figura 12.  Actividad enzimática de CD73 en las líneas celulares Hela,Calo,Vipa e Inbl (positivas  a  
HPV-18) fue determinada al cultivar 1x107 células con 2.5mg/mL de AMP en ausencia (-) o en 
presencia (+) del inhibidor APCP de CD73. La  conversión de AMP  a Adenosina fue  analizada  cada 
hora a través de cromatografía en capa fina y revelada mediante rayos UV.   
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Figura 13. Actividad enzimática de CD73 en las líneas celulares Rova (positiva a HPV-18), MS-751 
(positiva a HPV-45) y Hacat (control negativo de HPV) fue determinada al cultivar 1x107  células  
con 2.5mg/mL de AMP en ausencia (-) o en presencia (+) del inhibidor APCP de CD73. La  
conversión de AMP  a Adenosina fue  analizada  cada hora a través de cromatografía en capa fina y 
revelada mediante rayos UV.   
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La adenosina generada por CD73 en las líneas celulares tumorales de Cacu 
contribuye a la inhibición de la proliferación de linfocitos T. 

Inicialmente se  evaluó el efecto de diferentes concentraciones de adenosina pura 
(Sigma, USA) sobre la proliferación de linfocitos T de sangre periférica de donadores 
normales cultivados en presencia de perlas (Dynabeads, Invitrogen, USA) conteniendo 
anticuerpos anti-CD3/CD28. Como se puede observar en la figura 14, a la concentración 
de 20 µM la adenosina inhibió notablemente la proliferación de linfocitos  de sangre 
periférica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Efecto de diferentes dosis de adenosina sobre la proliferación de linfocitos T de sangre 
periférica (LSP) de donadores normales. LSP fueron estimulados con perlas conteniendo 
anticuerpos anti-CD3/CD28 (Dynabeads, Invitrogen, USA) en proporción 1:20 y cultivados en 
presencia de diferentes concentraciones de adenosina. Después de 72 hrs de cultivo, los linfocitos 

fueron marcados con timidina tritiada 1Ci y después de 18 hrs fueron cosechados y cuantificados 
en un contador de centelleo, los resultados se muestran en cuentas por minuto (cpm).*P<0.05 con 
respecto al control. 

Considerando que la adenosina generada en los cultivos de las líneas celulares en 
presencia de AMP deriva esencialmente de este compuesto, y que algunas de las líneas tal 
como Inbl, Calo y Vipa convirtieron completamente el sustrato AMP (2.5mg/mL) en 
adenosina (aprox 2.5mg/mL), se llevaron a cabo cultivos de 96 hrs de  LSP estimulados con 
perlas en presencia de diluciones  1:200  de cada uno de los sobrenadantes  obtenidos del 
cultivo previo de las líneas celulares con AMP.  Como era de esperarse, los sobrenadantes 
derivados las líneas celulares con mayor actividad enzimática de CD73 y positivas a la 
infección por HPV tipo 16 y 18 (Caski, Siha, Hela, Calo, Vipa e Inbl) inhibieron en mayor 
proporción  la proliferación de LSP (30-60% de inhibición) (Figura 15, barras azules) 

comparado con el casi 100% de inhibición obtenida al adicionar 20M de  adenosina pura 
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(Figura 15, barra roja). Mientras que la inhibición obtenida por la adición de los 
sobrenadantes de los cultivos de las líneas celulares con menor actividad de CD73 (C33, 
Vibo, Rova, MS-751 y Hacat) fue menor al 15%. En todos los casos, los sobrenadantes 
obtenidos de los cultivos de las líneas celulares con AMP y en presencia del inhibidor 
(APCP) de CD73, mostraron una ligera  disminución en la actividad inhibitoria de dichos 
sobrenadantes, comparada con la observada con los sobrenadantes de las células a las 
cuales no se les adicionó el inhibidor de CD73 (Figura 15, barras amarillas).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. La adenosina generada por las líneas celulares cultivadas con monofosfato de adenosina  
(AMP) contribuye a la inhibición de la proliferación de linfocitos T. Linfocitos T de sangre periférica 
de donadores normales estimulados con perlas coestimuladoras (conteniendo anticuerpos anti-
CD3/CD28), fueron cultivados en presencia de sobrenadantes obtenidos del cultivo de las líneas 
celulares con  AMP, en ausencia (barras azules) o en  presencia del inhibidor de CD73, adenosina 
5’- αβ-metileno difosfato (APCP), (barras amarillas). Después de cuatro días de cultivo se 
determinó el porcentaje de inhibición de la proliferación. *P<0.05 con respecto al control. 

 

El bloqueo de los receptores para adenosina en linfocitos T disminuye la 
actividad supresora de adenosina producida en las líneas celulares de CaCu. 

Tomando en cuenta que la unión de adenosina a los receptores de alta (A1, A2A) o 
baja afinidad (A2B y A3)  puede ser bloqueado por la cafeína, un antagonista de los 
receptores de adenosina, linfocitos T de sangre periférica de donadores normales fueron 
cultivados en presencia de los sobrenadantes obtenidos de los cultivos de las líneas 
celulares,  en presencia de cafeína a una concentración de 300 µM (suficiente para 
bloquear todos los receptores de adenosina (Góngora-Alfaro et al 2005).  
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 La actividad supresora de la adenosina contenida en los sobrenadantes de las 
líneas celulares que mostraron menor actividad de CD73,  fue  completamente inhibida en 
presencia de cafeína, mientras que la actividad supresora de los sobrenadantes obtenidos 
de los cultivos de las líneas celulares que mostraron mayor actividad enzimática de CD73 
(Caski, Siha, Vipa, Calo e Inbl) fue disminuida en aproximadamente un 50%, aún en 
sobrenadantes de cultivos celulares en presencia del inhibidor APCP (Figura 16), 
comparado con el 35% de disminución de la inhibición con adenosina pura y cafeína 
(Figura 16, barra amarilla). Lo cual sugiere fuertemente que la generación de adenosina a 
través de la vía adenosinérgica en las células tumorales de cáncer cérvico-uterino, puede 
ser un factor importante en la supresión de la respuesta inmune antitumoral.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. La cafeína disminuye el efecto inhibitorio de la adenosina generada por las líneas 
celulares cultivadas con  monofosfato de adenosina  (AMP). Linfocitos T de sangre periférica de 
donadores normales estimulados con perlas coestimuladoras (conteniendo anticuerpos anti-
CD3/CD28), fueron cultivados con sobrenadantes de las líneas celulares cultivadas previamente 
con  AMP,  en ausencia (barras verdes) o en  presencia del inhibidor de CD73, adenosina 5’- αβ-
metileno difosfato (APCP), (barras rojas). A los cultivos celulares se adicionó cafeína, un 
antagonista de la adenosina.  Después de cuatro días de cultivo se determinó el porcentaje de 
inhibición de la proliferación de los linfocitos T. *P<0.05 con respecto al control. 
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ANÁLISIS DE RESULTADOS 

La respuesta inmune celular mediada por linfocitos T citotóxicos,  juega un papel 
determinante en la eliminación de células infectadas por virus y células tumorales  
(Delgado et al 2008; Wang X et al 2008). No obstante,  durante la progresión del tumor  la 
deficiencia en la respuesta inmune puede darse como consecuencia de la activación de 
múltiples mecanismos inmunosupresores que en conjunto generan un microambiente  de 
tolerancia que conduce a la evasión de la respuesta inmune  (Rabinovich et al 2007; Turley 
et al 2008). Dentro de los mecanismos inmunosupresores  destacan: la producción de 
citocinas inmunosupresivas como el factor de crecimiento transformante β (TGF-β) (Li et 
al 2006), interleucina 10 (IL-10), IL-13 (Teraben et al 2000; Gerlini et al 2004), y pequeñas 
moléculas inhibitorias como la prostaglandina E2 (PGE2) (Akasaki et al 2004) y la 
adenosina extracelular regulada por la enzima  5´-ectonucleotidasa (CD73). La molécula  
CD73 es una glicoproteína anclada en la membrana de las células de varios tejidos y su  
principal actividad funcional es catalizar adenosina 5´-monofosfato (AMP) a adenosina 
(Hoskin et al 2008). Estudios recientes sugieren que la función de CD73 en tumores está 
implicada en la resistencia a las drogas, la promoción, control, crecimiento y progresión 
tumoral, metástasis  y  alteración de la respuesta inmune  anti-tumoral (Airas et al 1995;  
Stagg et al 2010; Jin et al 2010; Wang L et al 2011). Por tanto, el análisis  de  la expresión, 
de la actividad funcional de CD73 en células tumorales y su papel en la supresión de la 
respuesta inmune resulta relevante para el establecimiento de nuevas estrategias de 
terapia antitumoral.    

En el presente trabajo de investigación se analizó la expresión y actividad funcional 
de CD73 en 10 líneas celulares derivadas de tumores de cáncer cérvico uterino: C33A y 
Vibo (HPV-); Caski y Siha (HPV-16+) y Calo, Inbl, Hela y Rova (HPV-18+) y MS- 
751(HPV45+).  De acuerdo a los resultados obtenidos en este modelo experimental in 
vitro, se encontró que: a)  a excepción de Calo (HPV-18+) las líneas celulares positivas a la 
infección por HPV (HPV-18+, HPV-16+ y HPV-45+) mostraron una mayor expresión de 
CD73 en membrana que aquellas  negativas a la infección por HPV; b) la capacidad de las 
líneas celulares para generar adenosina a partir de AMP se asoció con la expresión de 
CD73 en la membrana en 5/8 líneas celulares HPV+; c) la actividad de CD73 fue 
parcialmente inhibida por la adición del  inhibidor específico adenosina 5’- αβ-metileno 
difosfato (APCP) en la mayoría de los cultivos de las líneas celulares, a excepción de Calo, 
Vipa e Inbl; d) la adenosina generada por las células tumorales cultivadas en presencia de 
AMP contribuye a la inhibición de la proliferación de linfocitos T estimulados con anti-
CD3/anti-CD28; finalmente e) el bloqueo de los receptores para adenosina (con cafeína), 
inhibió la actividad supresora sobre la proliferación de linfocitos T en las líneas celulares 
C33A, Vibo y Rova y la disminuyó en las líneas celulares Caski, Siha, Calo, Inbl, Hela, Vipa y 
MS-751. 

La expresión y actividad funcional de CD73 ha sido evaluada en diferentes tipos 
tumorales  incluyendo: cáncer de mama (Spychala et al 2004; Wang et al 2008), de 
esófago (Fukuda et al 2004), de próstata (Hastie et al 2005), de ovario (Cho et al 2006), de 
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tiroides (Kondo et al 2006), de vejiga (Stella et al 2009), melanoma (Sadej et al 2006), 
leucemia (Mikhailov et al 2008) y glioma (Bavaresco et al 2008) y los resultados han sido 
diversos. Por ejemplo, en un análisis específico de Western blot y Northern blot en 9 
líneas celulares de cáncer de mama humano, se reveló una alta expresión de CD73 en los 
niveles de ARN mensajero (ARNm) y proteínas en cinco de seis líneas celulares negativas al 
receptor de estrógeno (ER-), mientras que en tres líneas positivas al receptor de estrógeno 
(ER+) mostraron una expresión muy baja o no detectable de la molécula (Spychala et al 
2004). Más recientemente, se demostró mediante citometría de flujo la presencia de 
CD73 en la superficie de una gran variedad de células tumorales. Mikhailov y 
colaboradores (2008) revelaron una alta  expresión de CD73 (3672 de intensidad media de 
fluorescencia (IMF)) en células leucémicas multiresistentes  a drogas. En otro reporte, las 
células de cáncer de mama de ratón 4T1.2 y E0771, en contraste con una variante no 
metastásica de 4T1.2 (67NR),  expresaron altos niveles de CD73 (Stagg et al 2010). Otro 
estudio adicional ha mostrado que CD73 está regulada en los tejidos cancerosos y se 
expresa ampliamente en muchas líneas celulares de una gran variedad de tumores (Jin et 
al 2010). En el caso particular de nuestro trabajo de investigación,  empleando un análisis 
de citometría de flujo se pudo detectar que la expresión de CD73 en membrana fue  
relativamente baja (1-11 IMF), de manera interesante se encontró que la mayor expresión 
de CD73  (IMF mayor a 5) se encontró en 7 de 8 líneas celulares de CaCu positivas a la 
infección por  HPV, en contraste,  las líneas celulares negativas a la infección por HPV  y 
Calo (HPV-18+) mostraron una menor IMF (IMF <4) (Figura 10), sugiriendo  que la 
presencia del virus en estas líneas celulares pudiera tener alguna asociación con la 
expresión de  CD73. En este respecto, el aumento de la expresión de CD73 en células 
infectadas por virus fue sugerido  a principios de la década pasada, al analizar la expresión 
de CD73 en  células endoteliales  infectadas in vitro por citomegalovirus (CMV) (Kas-
Deelen et al 2001). Aunque no está claramente establecido cómo la infección viral 
aumenta la expresión de CD73, se ha demostrado que las citocinas producidas por las 
células infectadas por virus, tal como el interferón-α (IFN- α), inducen la expresión de 
CD73 en el endotelio in vitro e in vivo (Niemelä et al 2004), lo cual sería interesante de 
evaluar en las líneas celulares de CaCu.  

Por otra parte, se ha reportado que la expresión de la molécula CD73 es 
significativamente aumentada en la membrana de las células tumorales y además 
acompañada de una alta actividad funcional y consecuentemente una mayor producción 
de  adenosina extracelular (Zhang, 2010). Por ejemplo en el trabajo realizado por Spychala 
y colaboradores (2004), donde dilucidaron la presencia de CD73 en líneas celulares de 
cáncer de mama humano, observaron una correlación de los niveles de proteína con la 
actividad funcional a través de cromatografía de capa fina (CCF) y cromatografía liquida de 
alta resolución (HPLC), ya que las líneas celulares (ER-) MDA-MB-231 y BT-549 que 
expresaron más altos niveles de CD73, produjeron más adenosina en comparación con las 
líneas (ER+). Asimismo en la línea celular de glioma U138MG se demostró  una asociación 
entre la expresión de CD73, evaluada por RT-PCR, con la actividad funcional a diferentes 
confluencias de células incubadas con AMP (Bavaresco et al 2008). En otros trabajos, la 
actividad enzimática de CD73 en células endoteliales de cordón umbilical humano 
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(HUVEC´S) fue silenciada mediante el uso de ARN de interferencia  (siRNAs)  o inducida 
mediante el cultivo de estas células con IFN-α  (Niemelä et al 2004; Grünewald y Ridley, 
2010). En nuestro estudio, al evaluar la actividad funcional de CD73 en las diferentes 
líneas celulares, pudimos detectar mediante CCF la generación de adenosina a partir de 
AMP, la cual tuvo mayor actividad en la mayoría de las líneas celulares (HPV+), 
particularmente en las líneas HPV-18+, Hela, Calo, Vipa e Inbl  (Figura 12).  De hecho estas 
líneas celulares fueron quienes convirtieron AMP a Adenosina en los tiempos más cortos 
(<2 hrs). Aunque no puede establecerse una directa correlación entre la expresión de 
CD73 y la producción de adenosina en las células infectadas por HPV, debido a que la línea 
MS-751 mostró muy baja capacidad para generar adenosina a partir de AMP. De manera 
interesante la línea celular Rova no mostro actividad de CD73 posiblemente debido a que 
la  enzima en esta línea celular pudiera tener algún cambio puntual que le impida tener 
esa función enzimática, la cual de acuerdo a nuestro sistema no pudo ser evidenciada.  
Por otro lado, también se ha reportado que células con capacidad inmunosupresora  como 
son los linfocitos T reguladores, además de expresar moléculas de la vía adenosinérgica 
CD39/CD73, también expresan receptores de alta afinidad para adenosina, sin embargo 
para evitar ser afectados, los Tregs también expresan otra molécula implicada en la 
regulación de adenosina, como lo es Adenosina Deaminasa (ADA), la cual convierte 
adenosina a inosina que sigue otra vía metabólica intracelular para la síntesis de 
nucleótidos (Van Linden y Eltzschig 2007). Esta vía también ha sido reportada en células 
tumorales para controlar los niveles de adenosina (Vanoni et al 2004).  En ensayos 
realizados por nuestro grupo de investigación se ha observado que las células tumorales 
de CaCu también expresan receptores de alta afinidad para adenosina y que el cultivo de 
las células tumorales en presencia de adenosina pura no afecta ni la proliferación ni su 

viabilidad aún en concentraciones altas 500g/mL, sugiriendo que estas células pudieran 
tener otra vía de conversión de adenosina para evitar ser afectadas. En nuestros ensayos 
de cromatografía en capa fina (Figuras 11-13) se pudo observar que debajo de las bandas 
que corren a la altura del marcador de adenosina también corrieron bandas de un peso 
similar y en la misma proporción, lo cual será importante analizar en estudios posteriores 
para corroborar si éstas corresponden a inosina y si las líneas celulares también muestran 
alta actividad de ADA, lo que nos daría una idea más clara sobre la actividad de la  vía 
adenosinérgica en estas  células malignas. Finalmente la línea celular Hacat empleada 
como control mostró un tiempo de conversión de 6 horas, posiblemente por que es una 
línea celular queratinosítica inmortalizada( Boukamp et al 1988), por lo que hubiese sido 
ideal emplear una estirpe celular de epitelio normal de cuello uterino, sin embargo no se 
dispuso de esta. 

La actividad funcional de CD73 en células tumorales a través de la generación de 
adenosina, ha sido evaluada in vitro y en modelos experimentales in vivo empleando  
anticuerpos monoclonales (mAb)  como  el anti-CD73 (TY/23)  ó  inhibidores selectivos de 
CD73 como el adenilmetileno difosfato (AMPCP) y APCP (Madara et al 1993; Kitakaze et al 
1994; Spychala et al 2004; Mikhailov et al 2008; Stagg et al 2010). El inhibidor APCP, ha 
sido probado con éxito en diferentes modelos tumorales disminuyendo el crecimiento 
tumoral en ratones (Synnestvedt  et al 2002; Thompson et al 2004; Eltzschig et al 2004; 
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Cho et al 2006; Stagg et al 2010; Jin et al 2010; Wang L et al 2011). En otros reportes se ha 
mostrado que el uso del inhibidor APCP en el cultivo de células tumorales SKOV-3 
(derivada de adenocarcinoma de ovario humano) y U251 (derivada de glioblastoma), 
disminuyó significativamente el consumo de AMP hacia adenosina (Cho et al 2006). En 
resultados recientes Stagg y colaboradores (2010) mostraron que en las estirpes celulares 
provenientes de cáncer de mama de ratón 4T1.2 tratadas con AMP, se inhibió  
significativamente la generación de adenosina extracelular por tratamiento con el 
inhibidor APCP. En nuestro trabajo se encontró que en la mayoría de los cultivos de las 
líneas celulares la actividad de la molécula CD73 fue parcialmente bloqueada por la 
adición del inhibidor específico APCP. En el caso particular de las líneas  Calo, Vipa e Inbl la 
inhibición de CD73 por APCP fue prácticamente nula, ya que a las primeras horas el 
sustrato AMP fue convertido rápidamente a adenosina, probablemente por que este es 
empleado  como un inhibidor reversible competitivo para unirse al sitio activo de la 
enzima CD73, con una estructura parecida a la de AMP, además  únicamente se evaluó la 
capacidad de inhibir cuando APCP se adicionó en cantidades equivalentes al AMP, y 
también debe considerarse que la cantidad de células en cultivo fue muy elevada (1x107 ). 
Por lo que sería interesante evaluar el efecto inhibitorio al adicionar mayor proporción de 
APCP al de AMP. 

La adenosina al interactuar con receptores de alta afinidad  (A2A) dispuestos en la 
membrana de los linfocitos T inhibe fuertemente su proliferación aún cuando son 
estimulados con anticuerpos o mitógenos. Por ejemplo, en un estudio en donde se 
aislaron linfocitos T de bazo de ratones C57BL/6 y éstos fueron estimulados con 
anticuerpos anti-CD3, anti-CD28 e IL-2, la adición de adenosina inhibió a manera de dosis 
respuesta  la proliferación de células T a muy bajas concentraciones (a partir de 0.1 µM), 
tanto en poblaciones CD8+, CD4 (Th1) y CD4 (Th2)  (Kobie et al 2006; Hoskin et al 2008). 
En nuestro trabajo de investigación encontramos factores solubles secretados por las 
células tumorales en el cultivo, tal como la adenosina generada a través de la vía 
adenosinérgica, así como la IL-10, una citocina encontrada en líneas celulares de 
carcinoma con una variedad de efectos inhibitorios que incluyen la inhibición de la 
proliferación de células T colaborando en la evasión de la respuesta inmune (Matsuda et 
al 1994), la cual fue evaluada mediante la técnica de ELISA (Anexo 1, Figura 17). 
Encontramos que concentraciones importantes en diluciones (1:200) de los 
sobrenadantes de las líneas celulares de CaCu, a concentraciones  ≤20 µM tomando como 
base el hecho de que líneas como Inbl convirtieron totalmente 100µL de una solución de 
2.5mg/mL de AMP a adenosina, fueron capaces de inhibir la  proliferación de linfocitos T 
inducida por perlas coestimuladoras conteniendo anticuerpos anti-CD3/CD28. En estos 
ensayos, la mayor inhibición de la proliferación correspondió de manera directa al 
adicionar los sobrenadantes derivados de las líneas celulares con mayor expresión y 
actividad enzimática de CD73 en las  células positivas a la infección por HPV tipo 16 y 18. 
De manera interesante los sobrenadantes obtenidos de los cultivos de las líneas celulares 
con AMP y en presencia de APCP (inhibidor específico de CD73) mostraron disminución en 
la actividad inhibitoria de dichos sobrenadantes, lo que apoya fuertemente la sugerencia 
de que estas células malignas, a través de la expresión de CD73, son capaces de generar  
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adenosina, y que a través de ella se pueda ejercer un efecto inmunosupresor de la 
respuesta inmune, tomando en consideración que una muestra de cada uno de estos 
sobrenadantes fue corrida en las placas de CCF  (Figuras 11-13),  lográndose evidenciar la 
presencia de adenosina, al compararse con adenosina pura sintética corrida al mismo 
tiempo. Resultados similares a los nuestros fueron obtenidos por  el grupo de Jin y 
colaboradores (2010), quienes encontraron que en sobrenadantes de líneas celulares de 
cáncer de ovario de ratón, ID8 con actividad y expresión sobrerregulada de CD73, 
previamente tratadas con AMP suprimieron la proliferación de linfocitos T CD4+ y CD8+ 
inducida por anti-CD3; en contraste a nuestro trabajo, encontraron que el AMP no inhibe 
la proliferación de linfocitos T en presencia de APCP indicando que el AMP por sí mismo 
no tiene actividad  inmunosupresora. En nuestro estudio, el hecho de haber encontrado 
inhibición en la proliferación de linfocitos al emplear sobrenadantes de los cultivos de las 
células tumorales con AMP y en presencia de APCP, probablemente se deba a que estos 
sobrenadantes fueron colectados después de 8 horas de incubación, tiempo en el cual se 
pudo haber generado adenosina aun en presencia de APCP. 

Por otro lado se ha demostrado que la actividad supresora de la adenosina puede 
ser bloqueada por el empleo de antagonistas específicos para sus  receptores, derogando 
la supresión de la proliferación de células T inducida por adenosina in vitro y 
disminuyendo la progresión y crecimiento tumoral in vivo (Otha et al 2006; Jin et al 2010; 
Wang L et al 2011). En el trabajo de Jin y colaboradores (2010) en un estudio realizado con 
células cultivadas in vitro se encontró que los sobrenadantes de células de ovario tratadas 
con AMP fueron añadidos a cultivos de células T con o sin la presencia del antagonista 
SCH58261 (especifico para A2A); el bloqueo del receptor con este antagonista 
significativamente inhibió la supresión de la proliferación de células T inducida por 
adenosina. Aunado a ello,  se ha demostrado que la cafeína tiene un efecto similar  al 
antagonista SCH58261 ya que mejora la inhibición del crecimiento tumoral por los 
linfocitos T, permitiendo una reducción de las metástasis y previniendo la angiogenia 
tumoral (Franco et al 2008). Con base en estos datos, Otha y colaboradores (2006) 
realizaron una estrategia de inmunoterapia del cáncer para prevenir la inhibición de los 
linfocitos T antitumorales en el entorno del cáncer primario y de las metástasis, 
bloqueando selectivamente los receptores A2A de los linfocitos T, mediante el uso de 
antagonistas como la cafeína, un antagonista de los receptores A2A. En nuestro estudio,  
la actividad supresora de la adenosina contenida en los sobrenadantes de las líneas 
celulares C33A, Vibo y Rova las cuales mostraron menor actividad de CD73 para generar 
adenosina, fue completamente inhibida en presencia de cafeína, mientras que la actividad 
supresora de los sobrenadantes obtenidos de los cultivos de las líneas celulares que 
mostraron mayor actividad enzimática de CD73 (Caski, Siha, Vipa, Calo e Inbl) fue 
disminuida en aproximadamente un 50%, aún en sobrenadantes de cultivos celulares  en 
presencia de APCP. El no haber encontrado una mayor disminución de la inhibición de la 
proliferación de linfocitos al adicionar cafeína, probablemente se deba a la presencia de 
otros factores solubles secretados por las células tumorales en el cultivo, tal como la IL-10 
la cual fue encontrada en concentraciones importantes en los sobrenadantes  derivados 
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de las líneas celulares a las cuales se les adicionó AMP para analizar la  actividad funcional 
de CD73 para generar adenosina.  

Finalmente tomando en consideración los resultados obtenidos de manera 
general, el presente trabajo de investigación revela por primera vez la expresión y 
actividad funcional de CD73 en células tumorales derivadas de cáncer cérvico-uterino, así 
como la capacidad de generar adenosina y su función supresora de la proliferación de 
linfocitos T, lo cual es de gran trascendencia para considerar a CD73 como un marcador 
importante de inmunosupresión en este tipo tumoral y  establecer nuevos protocolos de 
intervención inmune para  contrarrestar el desarrollo tumoral. 
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CONCLUSIONES 

**A excepción de C33A, las líneas celulares tumorales derivadas de cáncer cérvico-uterino 
Vibo (HPV-); Caski y Siha (HPV-16+) y Calo, Inbl, Hela, Vipa y Rova (HPV-18+), y MS-
751(HPV45+) mostraron la molécula CD73 en membrana celular. 

 
**A excepción de Calo, las líneas celulares positivas a la infección por HPV  (HPV-18+, HPV-
16+ y HPV-45+) mostraron mayor expresión de CD73 en membrana que aquellas  
negativas a la infección por HPV.  

 

**Las líneas celulares  Caski, Siha, Calo, Inbl, Hela y Vipa mostraron mayor capacidad  para 
generar adenosina a partir de AMP.  
 
**A excepción de Calo, Vipa e Inbl, la actividad funcional de CD73 fue parcialmente 
inhibida por APCP, un  inhibidor específico, en las líneas celulares derivadas de CaCu.  
 

**La adenosina generada por las células tumorales cultivadas en presencia de AMP               
contribuye a la inhibición de la proliferación de linfocitos T estimulados con anti-CD3/anti-
CD28.  
 
**El bloqueo de los receptores para adenosina con cafeína, inhibió la actividad supresora 
sobre la proliferación de linfocitos T en las líneas celulares C33A, Vibo y Rova y la 
disminuyó en  las líneas celulares Caski, Siha, Calo, Inbl, Hela, Vipa y MS-751. 
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PERSPECTIVAS 

De acuerdo a nuestros resultados obtenidos, CD73 expresada en la mayoría de las 
líneas celulares tumorales de cáncer cérvico-uterino (CaCu), contribuye a la generación de 
adenosina extracelular a través de su actividad funcional y además es capáz de inhibir la 
proliferación de linfocitos T. Este fenómeno puede repercutir de manera importante en el 
crecimiento tumoral y en la evasión de la respuesta inmune antitumoral, por tanto sería 
de gran importancia:  

**Determinar cómo se da la expresión de CD73 en los tumores de CaCu a través de la 
historia natural de la enfermedad. 

 
**Determinar los factores que regulan la expresión de CD73 en líneas celulares de CaCu. 

 
**Inhibir la expresión de CD73 empleando ARN de interferencia o de silenciamiento 
(siRNA). 

 

**Evaluar el papel de CD73 en el crecimiento tumoral en un modelo in vivo. 
 

**Finalmente, se plantea determinar la expresión de otras moléculas implicadas en la 
regulación de adenosina como la adenosina deaminasa (ADA) en células de CaCu. 
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ANEXOS 

Anexo 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Los sobrenadantes derivados de las líneas celulares a las cuales se les adicionó 
monofosfato de adenosina  (AMP) para analizar la actividad funcional de CD73 para generar 
adenosina contienen concentraciones importantes de Interleucina-10 (IL-10).  La presencia de la 
citocina en cada uno de los sobrenadantes fue evaluada mediante la técnica de ELISA (Apéndice 
1), los resultados se muestran en pg/mL. *P<0.05 con respecto al control. 
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APÉNDICES 

Apéndice 1 

Técnica de ELISA 

Para determinar la presencia de Interleucina-10 (IL-10) por medio de la técnica de 
Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) se utilizaron placas de fondo plano 
de 96 pozos (Costar USA), se estandarizó una curva patrón con el kit de ELISA de acuerdo a 
las concentraciones sugeridas por el proveedor (PeproTech) (0, 32, 65, 125, 250, 500, 
1000 y 2000 pg/mL), con 100 μl/pozo por triplicado de cada concentración de la curva. Se 
diluyó el anticuerpo de captura con PBS a una concentración de 1 µg/mL. Inmediatamente 
se añadieron 100 μl a cada pozo de ELISA y se incubaron durante toda la noche a 
temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron 4 lavados con Buffer de lavado (0.5 
% Tween 20 en PBS), se bloqueó con Buffer de bloqueo (1% BSA en PBS) con 300 μl por 
pozo, se incubó a temperatura ambiente durante 1hr. Pasado este tiempo, se lavaron las 
placas 2 veces con Buffer de lavado (previamente se prepararon los sobrenadantes de las 
líneas celulares a las cuales se les adicionó monofosfato de adenosina  (AMP) para analizar 
la actividad funcional de CD73 para generar adenosina en diluciones  1:200) y a cada pozo 
se le agregaron 100 μl de cada una de ellas, se colocaron por triplicado en las placas y 
posteriormente se incubó a temperatura ambiente durante 2hrs. Una vez hecho esto se 
realizaron 4 lavados con Buffer de lavado y se adicionó el anticuerpo secundario rabbit 
anti-hIL-10 a una concentración de 0.5 µg/mL, se incubaron durante 2hrs a temperatura 
ambiente. Posteriormente las placas se lavaron 4 veces con Buffer de lavado, y se 
agregaron 100 μl por pozo de Avidina-HRP conjugada y se incubó por 30 minutos a 
temperatura ambiente. Se realizaron 4 lavados con Buffer de lavado y se añadieron 100 μl   
de substrato liquido (ABTS) (Sigma USA), se incubaron a temperatura ambiente hasta 
visualizar color. Finalmente se leyeron en un lector de placas para ELISA (Molecular 
Devices), a una longitud de onda de 405-605 nm, fueron monitoreadas en intervalos de 5 
min por aproximadamente 35 min y se analizaron los resultados de cada uno de los 
sobrenadantes de las líneas celulares. 
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