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RESUMEN

El cancer cérvico uterino (CaCU) se asocia con la infeccidn por el virus de papiloma humano
de alto riesgo (HPV-AR) en casi el 100% de los casos. En algunas mujeres la infeccién por
HPV-AR persiste dando lugar a la evasidn del sistema inmune y al desarrollo de CaCU.
Diversos mecanismos participan en la evasién e inmunosupresion de la respuesta inmune
durante el desarrollo del CaCU, entre ellos: la baja produccién de interferones, asi como la
produccién de citocinas inmunosupresoras IL-10 y TGF-B. Uno de los mecanismos
recientemente propuestos en la evasién y supresidon inmune es la produccién de Adenosina
a través de la actividad catalitica de ATP extracelular mediante las ecto-enzimas CD39 y
CD73, y se ha reportado que factores inmersos en el microambiente tumoral pueden

influenciar su expresién y secrecién.

El objetivo del presente estudio fue analizar el efecto de TGF-B, EGF, IFN-B e IL-10 sobre la
secrecion de CD73 en forma soluble (sCD73) en células tumorales de CaCU. La presencia de
sCD73 en sobrenadantes de células tumorales cultivadas con las citocinas se determiné
mediante la técnica de ELISA y Western-blot. La actividad catalitica de sCD73 se determind
mediante la incubacién de los sobrenadantes con AMP (sustrato) y en presencia o ausencia
de APCP (inhibidor especifico de CD73). Los productos de la hidrélisis fueron revelados
mediante cromatografia de capa fina (CCF) y la Adenosina fue cuantificada por
cromatografia liquida de ultra resolucién (UPLC). En este estudio se encontré que TGF-By
EGF incrementaron notablemente la expresion de CD73 en membrana de las células
tumorales comparada con la expresidn basal de dicha ecto-nucleotidasa; mientras que EGF
e IL-10 indujeron mayor produccién de sCD73 comparada con la producida en condiciones
basales. Asimismo, al analizar los productos de la hidrélisis de AMP con los sobrenadantes
obtenidos de las células CaSki cultivadas con las diferentes citocinas, se observé que las
células cultivadas con TGF-B produjeron esencialmente Adenosina e Inosina; mientras que
los derivados de las células cultivadas en presencia de IL-10, IFN-B y EGF produjeron Inosina
e Hipoxantina como productos finales de la hidrdlisis. Estos resultados sugieren que TGF-(,

IL-10, IFN-B y EGF pueden modular la produccién de varias enzimas participantes en la via



adenosinérgica en células de CaCU, tales como: CD73, fosfatasa alcalina, ADA y PNP entre
otras. Por lo que sera importante conocer su papel tanto en el microambiente tumoral del
CaCU como a nivel periférico, con la finalidad de dirigir estrategias terapéuticas que regulen

su funcion.



ABSTRACT

Cervical cancer (CeCa) is associated with high risk HPV (HPV-HR) infection in nearly 100% of
the cases. In some women the HPV-HR persist leading to the immune evasion and
development of CeCa. Several mechanisms are involved in immune evasion and
immunosuppression in CeCa, among them the low production of interferons as well as the
production of immunosuppressive cytokines IL-10 and TGF-B. One of the recently proposed
mechanisms in suppression and evasion of immune system is the production of adenosine
through the catalytic activity of extracellular ATP by ecto-enzymes CD39 and CD73 and it
has been reported that elements in the tumor microenvironment can influence their

expression and secretion.

The aim of this study was to evaluate the effect of TGF-B, EGF, IFN-B and IL-10 on the
secretion of soluble CD73 (sCD73) in CeCa tumor cells. The presence of sCD73 in tumor cells
supernatants cultured with cytokines was determind by ELISA and Western blot. The
catalytic activity of sCD73 was determined incubating the supernatants with AMP
(substrate) and in the presence or absence of APCP (specific inhibitor of CD73). The
hydrolysis products were revealed through thin layer chromatography (TLC), the adenosine
was quantified by Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC). In this study was
found that TGF-f and EGF markedly increased the expression of membrane CD73 in tumor
cells compared with the basal expression of the ecto-enzyme, while EGF and IL-10 induce
more production of sCD73 compared with the ones produced in basal conditions. Likewise
when analyzing the hydrolysis of AMP products with the supernatant obtained of CaSki cells
cultured with the different cytokines it was observed that cells cultivated with TGF-$
essentially produced adenosine and inosine; while cells cultured with IL-10, IFN-B and EGF
produced Inosine and Hypoxanthine as final products of the hydrolysis. These results
suggest that TGF-, IL-10, IFN-B and EGF can modulate the production of several enzymes
involved in the adenosinergic pathway in CeCa cells: such as CD73, alkaline phosphatase,

ADA and PNP among others. So, it will be important to know their role in the CeCa tumor



microenvironment as well as to periphery level with the purpose of direct therapeutic

strategies that regulate their function.



1. INTRODUCCION

El cdncer es un crecimiento anormal de las células causado por multiples cambios en la
expresion de genes que conducen al desequilibrio de la proliferacion y de la muerte celular,
en constante evolucidn en una poblacidn de células que pueden invadir tejidos vy
metastatizar a sitios distantes, causando una morbilidad significativa y si no se trata, la
muerte (Ruddon, 2007). El cdncer se encuentra entre las principales causas de muerte tanto
en paises desarrollados como en paises en vias de desarrollo, la incidencia de esta
enfermedad se espera que incremente a nivel mundial debido al crecimiento y
envejecimiento de la poblacién particularmente en paises en vias de desarrollo (Torre et al.,
2015). Los canceres mas comunes del tracto reproductor femenino son los carcinomas

cervicales, de ovario y de endometrio (Frumovitz, 2016).

El cancer cérvico-uterino (CaCU) es el cuarto tipo de cancer mds letal en mujeres a nivel
mundial, en el 2012 se registraron cerca de 527,600 nuevos casos de CaCU y se le
atribuyeron 265,700 muertes alrededor del mundo, siendo los paises en vias de desarrollo
los que registraron el mayor nimero de casos. El CaCU es la segunda neoplasia mas comun

en mujeres en México (Globocan, 2017).

2. VIRUS DE PAPILOMA HUMANO (HPV) Y SU RELACION CON CaCU

Los virus son los agentes etioldgicos de aproximadamente el 15% de los canceres a nivel
mundial. El virus de papiloma humano (HPV) se encuentra presente en mas del 99% de los
casos de cancer cervical, donde el HPV-16 es el tipo de papiloma carcinogénico mas

comunmente encontrado a nivel mundial (Walboomers et al., 1999; Wu et al., 2014).

Los HPV de alto riesgo son un pequeno grupo de adenovirus que infectan el epitelio
escamoso estratificado. A la fecha se han identificado mas de 200 tipos de HPV y se han
dividido en HPV de alto riesgo y de bajo riesgo en base a su capacidad oncogénica (Lee et

al., 2016), cerca de 40 tipos infectan preferentemente el epitelio estratificado de la mucosa:



del tracto anogenital (cérvix, vagina, ano) y de la cavidad oral (Spurgeon et al., 2017; Zur
Hausen, 2009). Los HPV de bajo riesgo causan verrugas genitales, mientras que los tipos
considerados de alto riesgo cominmente se asocian con casos de CaCU siendo responsables

de cerca del 5% de cédncer a nivel mundial (Spurgeon et al., 2017).

El HPV regula diversos factores de crecimiento, citocinas y otros mediadores paracrinos que
tienen el potencial de impactar en el comportamiento de las células en el microambiente,
incluyendo la promocién de angiogénesis y evasion del sistema inmune (Woodby et al.,
2016). Mas del 90% de las infecciones por HPV en el cérvix son eliminadas naturalmente.
Las infecciones por HPV pueden persistir por afios o incluso décadas, la infeccién persistente

por HPV de alto riesgo representa una alta probabilidad para el desarrollo de cédncer.

La progresion de la infeccion de HPV a CaCU es un proceso que puede ser dividido en 4
etapas (Figura 1). La primera etapa comprende la infeccién con HPV (en la mayoria de los
individuos la infeccidn es eliminada en 2 afios), sin embargo en el 10% de las infecciones el
virus puede persistir por varios afios y es fuertemente asociado con el diagnéstico de
lesiones intraepiteliales de bajo grado (LIBG). La segunda etapa se caracteriza por una leve
displasia debido a la progresion persistente de las células infectadas hacia células
precancerosas, esta lesion puede progresar en la tercera etapa hacia lesiones
intraepiteliales de alto grado (LIAG) caracterizada por una displasia moderada. La lesién de
alto grado consigue avanzar hacia la Ultima etapa que corresponde al carcinoma invasivo.

Durante las dos primeras etapas la regresiéon espontdnea es comun (Piersma, 2011).

A pesar de que se ha demostrado el papel del HPV en el proceso de carcinogénesis, la
infeccion persistente por HPV de alto riesgo no es suficiente para el desarrollo del CaCU,
otros factores contribuyen a este proceso (Spurgeon et al., 2017). Uno de los factores

reconocidos es el microambiente o estroma.
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Figura 1. Progresion de HPV a CaCU. Donde se puede observar que los viriones entran a través de microabraciones e
infectan células basales; también se observan los diferentes estadios de la enfermedad con lesiones de bajo y alto grado
y el estadio de cancer avanzado; junto con la intervencién del VPH en cada una de estas etapas. Tomada y modificada
de Piersma 2011.

3. MICROAMBIENTE TUMORAL

La infeccion es generalmente controlada por el sistema inmune y solamente en pocas
personas el HPV persiste incrementando el riesgo de desarrollar lesiones intraepiteliales
(Morales-Sanchez et al., 2014). Cuando la infeccidn es persistente y el sistema inmune esta
suprimido, puede darse lugar a la integracién del genoma del HPV a la célula hospedera y
eventualmente, al desarrollo de una neoplasia que puede derivarse hacia tumores

avanzados y finalmente hasta metdstasis (Moody et al., 2010).

De acuerdo con el concepto de inmunoedicién del cancer la interaccidn entre células

cancerigenas y células del sistema inmune ocurre en tres fases esenciales; eliminacion,



equilibrio y escape. Durante este proceso tanto las células tumorales asi como las células
del sistema inmune liberan varios factores solubles como citocinas, quimiocinas, factores
de crecimiento, enzimas que degradan la matriz y nucledtidos que facilitan el escape del
tumor por parte del sistema inmune permitiendo asi el crecimiento, angiogénesis y

metastasis (Albini et al., 2007; Feng et al., 2009).

Recientemente se ha reportado una asociacion importante entre los cambios en la
expresion de algunas citocinas y la incidencia de lesiones precancerosas, su progresion a
cancer e incluso en el desarrollo de metdstasis. Aproximadamente 50 citocinas y algunos de
sus receptores se han encontrado alterados durante la carcinogénesis y metastasis en CaCU.
Citocinas como IL-6, IL-8, IL-12, ILR4, VEGF, IL-4, IL-10 han sido sugeridos como posibles

biomarcadores de cancer invasivo y metastasis (Paradkar et al., 2014).

La expresion de citocinas anti-inflamatorias e inmunosupresoras dentro del microambiente
cervical determina la persistencia del HPV asi como la progresién tumoral. En el
microambiente cervical de mujeres que han presentado infeccién por HPV se han
encontrado altos niveles de IL-10, los cuales incrementan durante el desarrollo de la
enfermedad. Muchas mujeres con infeccién persistente por HPV tienen altos valores de IL-
10 mientras que las mujeres que han eliminado la infeccién presentan bajos niveles de IL-

10 y poseen altos valores de IFN-y (Sasagawa et al., 2012).

Un estudio realizado por Audirac-Chalifour y colaboradores en 2016 en muestras
provenientes de pacientes con lesiones escamosas y CaCU, se encontraron altos niveles de
IL-10 los cuales se correlacionaron con un incremento significativo en lesiones escamosas
asi como también en CaCU. También observaron un ligero incremento en los niveles de
citocinas tales como TGF-B, IL-4, IL-6, TNF-a e IFN-a en comparacién con muestras de
mujeres que no presentan infeccion por HPV, resultados similares han sido reportados por
otros grupos de trabajo (Daniilidis et al., 2016; Chopra et al., 1998). Debido a que en
pacientes con CaCU se ha reportado un incremento en los niveles de citocinas de tipo Th2
y una disminucién en citocinas de tipo Thl, se procedié a analizar estos factores del

microambiente tumoral.



3.1 TGF-B (Factor de Crecimiento Transformante )

El factor de crecimiento transformante B (TGF-B) es una citocina que juega un papel
supresor de la respuesta inmune, tiene papeles importantes durante la carcinogénesis en
etapas tempranas y promueve la apoptosis de células epiteliales normales, de células
linfoides, asi como de tumores pre-malignos; mientras que en etapas avanzadas adquiere

capacidad pro-oncogénica y pro-metastasica (Figura 2) (Papageorgis et al., 2015).

Immune system evasion EMT
NK cells T cells

APC cells \

Figura 2. Papeles del TGF-B en carcinogénesis. Dentro de la progresion tumoral TGF-B participa en varios procesos
como la evasidn de la respuesta inmune, inducciéon de metastasis, angiogénesis y transicion epitelio mesénquima (EMT)
Tomada de Katz et al., 2013.

El TGF-B participa en la inhibicion de la proliferacion de linfocitos T mediante el bloqueo de
la produccién de IL-2 (citocina necesaria para la activacién de linfocitos T), inhibe también
la expresion de moléculas efectoras como IFN-y, perforinas y promueve la generacién de

células T reguladoras (T reg). Se han encontrado altos niveles de TGF-B en diferentes tipos



de tumores como: melanoma, mama, colon, estdmago, higado, pulman asi como también
en enfermedades hematoldgicas, las cuales se asocian con malos prondsticos de

sobrevivencia en pacientes (Wrzesinski, 2007).

En muestras provenientes de neoplasias intraepiteliales, se ha observado una menor
expresion de TGF-B mientras que en estadios mas avanzados hay un incremento en la
expresion de TGF-B. De igual forma se han encontrado altos niveles de TGF- en sueros de
pacientes con CaCU. La expresion de TGF-B se asocia con una mayor infiltracion e

invasividad (Zhu et al., 2016).

3.2 EGF (Factor de Crecimiento Epidermal)

El factor de crecimiento epidermal (EGF) y sus receptores fueron de los primeros
biomarcadores identificados en CaCU. La principal anomalia ha sido una sobreexpresién del
receptor EGFR, en particular para la sobrevivencia después de la radioterapia ya que se
encuentra relacionado con un bajo prondstico de las pacientes. (Paradkar et al., 2014). En
el CaCU, el mecanismo que conduce a la sobreexpresién de EGFR no ha sido aclarado

(Schrevel et al., 2011).

El EGFR es un miembro de la familia de receptores de ErbB y se une a varios ligandos, de los
cuales el mas conocido es el EGF. La sefalizacion a través de EGFR es crucial para la
migracion de queratinocitos y proliferaciéon en la reparacién de heridas. El EGF induce la
activacion de EGFR en queratinocitos estimulando la via de sefializacion MAPK conduciendo
a la estimulacién del crecimiento. El papel de EGFR en el crecimiento de queratinocitos y
migracion lo convierte en un blanco potencial para los oncogenes virales. La seializacién a
través de EGFR es necesaria para la inmortalizacion de las proteinas E6 y E7 de HPV-16;
mientras que la proteina E5 regula la expresiéon en membrana de EGFR (Woodby et al.,

2016).
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3.3 IL-10 (Interleucina-10)

La IL-10 es una citocina inmunoregulatoria producida por muchos tipos celulares incluyendo
células de tipo Th2, células T reguladoras y células T CD8*. Varias células tumorales son
capaces de producir IL-10. Esta citocina es predominantemente conocida por su efecto en
la regulacién del balance de células Th1/Th2. Puede inhibir las respuestas de tipo Thly Th2
con un efecto predominante sobre la poblacion Th1l (Bertietal., 2017). La proteina o mRNA
de IL-10 se han encontrado elevados en varios tipos de canceres como: renal, hepatocelular,

ovario, melanoma, glioma, etc. (Wang et al., 2013)

En diferentes tipos de microambientes, incluido el CaCU, IL-10 ejerce un amplio rango de
efectos en varios tipos celulares. Se ha demostrado que IL-10 influencia la persistencia del
HPV la cual es fuertemente asociada con la progresion de las lesiones escamosas
intraepiteliales hacia cdncer. Posterior a la infeccion por HPV los niveles de IL-10
incrementan como resultado de la acciéon de las proteinas del HPV sobre el gen. El
mantenimiento de los altos niveles de expresion de IL-10 junto con otras citocinas y factores
inmunosupresores pueden contribuir al desarrollo de lesiones intraepiteliales escamosas
debido a que permite al virus evadir al sistema inmune permitiendo asi la persistencia del

virus (Berti et al., 2017; Wang et al., 2013).

Cuando la actividad de la oncoproteina E6 es alta se ha observado que la IL-10 promueve el
crecimiento tumoral. La IL-10 contribuye a la disminucidn de la respuesta antitumoral ya
sea desregulando la expresidon de moléculas de clase 1 o incrementando la expresion de
HLA-G en trofoblastos y monocitos. Los polimorfismos en el gen de IL-10 afectan la
eliminacidn de la infeccion de HPV de alto riesgo. La dualidad de la funcién bioldgica de IL-
10 como una citocina anti-inflamatoria y anti-angiogénica se refleja en los contradictorios
datos observados en CaCU. Se han encontrado altos niveles de IL-10 en la mayoria de los
casos de CaCU. Varios estudios de transfeccion génica en IL-10 han demostrado que la IL-
10 tiene la capacidad de inhibir el crecimiento tumoral y metastasis en varios tipos de

cancer aungque el mecanismo aun no ha sido dilucidado. La IL-10 puede actuar inhibiendo
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factores angiogénicos como VEGF, IL-1B, TNF-a, IL-6 y metaloproteinasas o aumentando la
lisis tumoral dependiente de células NK (Wang et al., 2013). La expresién de IL-10 en tejidos
cervicales de mujeres mexicanas demuestra una clara tendencia a incrementar conforme

progresa el CaCU.

3.4 IFN (Interferén)

Los Interferones (IFN) pertenecen al grupo de citocinas cruciales las cuales crean un estado
antiviral activando la inmunidad celular la cual es potenciada en presencia de TNF-a (Barros

etal. 2018).

Los interferones se clasifican en IFN de tipo | (IFN-a, B, K, €, y w), IFN de tipo Il (IFN-y) o IFN
de tipo lll (IFN-A), los bajos niveles de IFN que se encuentran de manera constitutiva
participan en la sefializacién basal de diversas citocinas, ya que estos pueden sefializar de
manera paracrina. Los IFNs pueden influenciar el estroma inhibiendo funciones de los
fibroblastos y la produccion de matriz extracelular. El tratamiento de queratinocitos con IFN
de tipo | y Il ha mostrado bajo diversas condiciones inhibir reversiblemente la proliferacion
celular, promover la diferenciacion celular o causar la muerte celular lo que sugiere que los
IFNs en una epidermis intacta pueden tener un papel anti-proliferativo adicional ademas de

su papel antiviral (Woodby et al., 2016).

Los HPV de los tipos 16, 18 y 31 son capaces de bloquear la expresion del gen estimulado
por interferén (ISG) y de comprometer la funcidn antiviral de las citocinas involucradas en
la respuesta inmune, incluyendo la funcidon de los interferones. Las propiedades antiviral y
antitumoral de los IFNs de tipo | son complementadas por su papel en la inmunovigilancia.
Cuando las células epiteliales son infectadas con HPV se induce la produccién de IFN o/B lo
cual conduce a la inhibicién de la replicacién viral, una induccién de funciones anti-
proliferativas y citotéxicas asi como una regulaciéon negativa de la angiogénesis. Sin

embargo las oncoproteinas E6 y E7 bloquean corriente abajo los blancos de IFN o/B
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generando de esta manera un mecanismo de evasion de la respuesta inmune (Montes et
al., 2014). El HPV16 y HPV18 parecen inhibir la respuesta inmune innata a través de la
desregulacién de IFNs. Debido a la reducida expresidn o a la alteracidn de los receptores de
los IFNs su funcidn se encuentra disminuida y se asocia con una disminucién de apoptosis

en células tumorales (Paradkar et al., 2014).

4. EVASION DE LA RESPUESTA INMUNE

La respuesta inmune innata es crucial para la eliminacién del virus. Es un mecanismo
esencial para la induccién de una respuesta adaptativa, prevencion de una infeccién crénica
asi como del desarrollo del cancer. El HPV puede evadir estos mecanismos lo que conduce
a una transformacién celular. En CaCU y en otros tipos de cancer asociados al HPV los
fibroblastos pueden contribuir a la evasién de la respuesta inmune, llevando a cabo
actividades como el incremento en la expresidén de genes pro-inflamatorios y quimiocinas,
reclutando mastocitos, macrdfagos y neutréfilos, secretando IL-10 o TGF- asi como otros

factores de crecimiento. (Barros et al., 2018).

Otro mecanismo por el cual las células tumorales evaden la respuesta inmune es a través
de la modulacién a la baja de la maquinaria del procesamiento antigénico afectando la via
del MHC clase 1 (Figura 3), transportadores asociados con la proteina de procesamiento
antigénico (TAP) y tapasina. Por lo que la expresidn de antigenos tumorales es desregulada
lo que conduce a un incremento en la incidencia y metastasis (Vinay et al., 2015). Los TLR y
citocinas juegan un papel importante en la defensa del sistema inmune contra el HPV. La

expresion de los receptores TLR4 y TLR9 son alterados durante la infeccion por HPV.
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Figura 3. Evasion de la respuesta inmune por HPV. Después de la integracion del genoma viral en el genoma del huésped
las oncoproteinas virales son sobreexpresadas y se induce el desarrollo de las células tumorales. Las oncoproteinas
muestran varias actividades inmunosupresivas. La migracién de las células de Langerhan y células dendriticas en sitios
dafiados es alterada. Tomado y modificado de Langers et al., 2014.

En estudios acerca del desarrollo del CaCU los niveles reportados para los receptores TLR4
y TLR9 fueron cruciales para la iniciacién de la respuesta inmune innata debido a la
induccion de la sintesis de citocinas y citotoxicidad sobre las células, por lo que
generalmente bajos niveles de estos receptores se asocian con un bajo prondstico y
progresion tumoral. Las citocinas son los mediadores primordiales de la respuesta inmune.
Se ha reportado que en el CaCU las citocinas de tipo Thl son alteradas mientras que las
citocinas de tipo Th2 son estimuladas. Las citocinas Thl son potentes activadores de

inmunidad celular que pueden anteceder la eliminaciéon del HPV y las citocinas Th2
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disminuyen la respuesta inmune llevando a una ineficiente eliminacion del virus (Barros et

al., 2018).

La via de sefializacion purinérgica, en donde el ATP extracelular, ADP y Adenosina actuan
como las principales moléculas de sefalizacién, ha surgido como un importante jugador en
la progresion del cancer. La adenosina promueve el crecimiento de las células tumorales,
incrementa la angiogénesis, inhibe la produccion de citocinas Thl, promueve la adhesién
de las células inmunes al endotelio y contribuye a la supresion de las células T CD8+ y NK,
predominantemente via el receptor A2A permitiendo la evasidon inmune del tumor. (Gao et

al., 2014).

5. ViA ADENOSINERGICA

Los nucledsidos y nucledtidos extracelulares participan en una variedad de diferentes
repuestas celulares entre las cuales se encuentran la estimulacién o inhibicién de la muerte
celular, proliferacion, migracion, diferenciacién y secrecion de factores y mediadores
inflamatorios. El ATP cumple con los requerimientos para ser un mensajero extracelular. Se
presenta en minimas cantidades (nmol/l) en el espacio extracelular bajo condiciones
fisiolégicas, es almacenado de forma intracelular en altas concentraciones (de 5 a 10
nmol/l), es soluble en agua y es rapidamente degrado por nucleotidasas extracelulares. La
privacion de oxigeno limita la disponibilidad de fuentes de energia e induce la acumulacién

de ATP extracelular y subsecuentemente Adenosina en los tumores (Di Virgilio et al., 2017).

El ATP extracelular actia como una molécula asociada a dafo y se puede unir a receptores
purinérgicos para activar las cascadas de sefalizacion e inducir una respuesta inflamatoria,
esta molécula puede ser liberada al espacio extracelular en condiciones de necrosis,

apoptosis, hipoxia, estrés o inflamacion (Zhao et al., 2017).
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5.1 CD39 (NTPDasal)

Las enzimas pertenecientes a la familia ecto-nucledsido trifosfato difosfohidrolasa
hidrolizan nucleétidos extracelulares trifosfatados y difosfatados en presencia de
concentraciones milimolares de Ca?* o Mg?* dando como resultado nucledsidos
monofosfatados. En mamiferos se han identificado ocho miembros de esta familia:
NTPDasal (CD39), NTPDasa2, NTPDasa3 y NTPDasa8, las cuales se encuentran ubicadas en
la superficie celular mientras que las NTPDasas 4-7 se encuentran de manera intracelular

(Zimmermann et al., 2012).

CD39 (E.C. 3.6.1.5) es una proteina integral de membrana que fosfohidroliza ATP, fue
descrita como un marcador de activacion en linfocitos B, es también la mas expresada por
monocitos-macréfagos. Una gran variedad de tipos celulares pueden liberar al espacio

extracelular ATP o ADP desde compartimientos intracelulares (Antonioli et al., 2013).

La enzima CD39 limitante en la generacién de Adenosina inmunosupresora, juega un papel
importante en la progresion tumoral. Se ha reportado que linfocitos T reg CD39* son
capaces de inhibir la inmunidad antitumoral tanto in vivo como in vitro. CD39 es altamente
expresada en tejidos tumorales, la sobreexpresién de dicha ecto enzima fue reportada
como un predictor de bajo prondstico en pacientes (Zhao et al., 2017). Se reportaron bajas
cantidades de sCD39 circulando en el torrente sanguineo, también se incorpora en forma
de microparticulas donde juega un papel en el intercambio de senales regulatorias entre
leucocitos y células vasculares (Zimmermann et al., 2012). Se ha reportado que sCD39 tiene
propiedades antitrombdticas (Pinsky et al., 2002) y que esta molécula puede ser liberada al
medio extracelular en condiciones de estrés conservando su actividad catalitica (Yegutkin

et al., 2000).
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5.2 CD73 (5’-nucleotidasa)

CD73 (5'-nucleotidasa) es una proteina homodimérica anclada a un glicofosfatidilinositol
(GPI) cuyo dominio catalitico esta orientado hacia el medio extracelular, se encuentra tanto
anclada a la membrana como en forma soluble y juega un papel crucial en el interruptor de
la via adenosinérgica, generadora de Adenosina catalizando la hidrdlisis de AMP hacia
Adenosina y fosfato (Figura 4) (Gao et al., 2014; Romio et al., 2011). Se expresa en
subconjuntos de células T, células mieloides, células estromales de la médula désea, células

epiteliales del timo y células B humanas (Regateiro et al., 2013).

CD73 puede encontrarse ligada a la membrana citosélica, en nucleo, en mitocondria y de
manera soluble en dos formas (e-N y cN-Il), las cuales dependen del sustrato: la primera (e-
N) es dependiente de AMP y se deriva de la forma unida a la membrana; el otro (cN-Il) es
IMP-dependiente y regula los niveles de monofosfatos de nucledsidos intracelulares

(Bianchi et al., 2003).

Las formas solubles de CD73 han sido descritas en varios tejidos incluyendo suero, fluido
sinovial (Zimmermann et al., 2012) y placenta (Klemmens, 1990). Las formas solubles de
CD73 pueden tener diferentes origenes celulares, provenir de la hidrdlisis de CD73 anclado
a la membrana por una fosfolipasa ¢ enddgena, también puede ser liberada via
microvesiculas o como exosomas, el grado de liberacion de CD73 de la superficie celular
varia entre tipos celulares. Las formas solubles de la enzima pueden ser capaces de difundir
entre las células y conferir actividad a sitios distantes de la expresién de CD73 (Zimmermann
et al., 2012). Los exosomas aislados de pacientes con mesotelioma co-expresan CD39 y
CD73 y se diseminan rapidamente del tumor primario hacia los nodos linfaticos, la presencia
de CD39y CD73 en dichos exosomas puede potencialmente suprimir la inmunidad sistémica
y ayudar en la generacion de nichos pre-metastasicos (Vijayan et al., 2017). Las 5
nucleotidasas solubles han sido ligadas a la resistencia de farmacos empleados en el
tratamiento contra el cancer, debido a su habilidad para metabolizar varios monofosfatos

analogos (Borowieck et al., 2006). Ademas de la funcidon enzimdatica de CD73, esta ecto
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nucleotidasa funciona como molécula de adhesidn, participando en la migracion de células
como se ha reportado para lineas celulares de cancer de mama y melanoma (Vijayan et al.,

2017).

5.3 Nucleétido pirofosfatasa/fosfodiesterasas (NPP)

La familia de ecto-NPP consiste de una familia de siete ectoenzimas las cuales se relacionan
estructuralmente (NPP1 a NPP7). Los miembros de esta familia tienen amplia especificidad
de sustrato, capaces de hidrolizar uniones de pirofosfatos y fosfodiéster en dinucledtidos,
acidos nucleicos asi como también en colin fosfato ésteres y lisofosfolipidos. Dentro del
contexto de la via adenosinérgica solo los tres primeros miembros de la familia son capaces

de hidrolizar varios nucleétidos (Yegutkin, 2008).

NPP1-NPP3 tienen una amplia distribucién en los tejidos, pueden ser co-expresadas en el
mismo tejido o incluso en la misma célula. A menudo se expresan en superficies epiteliales.
Se han descrito que las NPP1, NPP2, NNP3, NPP6 y NPP7 pueden estar también como forma
soluble principalmente en el suero, sin embargo el mecanismo por el cual estas son

liberadas aun no es dilucidado (Zimmermann et al., 2012).

5.4 Fosfatasas Alcalinas (AP)

Las fosfatasas alcalinas (AP) son enzimas ubicuas las cuales se encuentran unidas a la
membrana plasmatica mediante un GPI. Estas enzimas poseen una amplia especificidad de
sustratos hacia diferentes fosfomonoesteres y otros compuestos que contienen fosfatos
incluyendo nucledtidos de adenina, polifosfatos inorgdnicos, pirofosfatos con la liberacion

de fosforo inorganico (Yegutkin, 2014).

Las AP son ampliamente expresadas en procariontes y eucariontes, se pueden encontrar en

cualquier tejido, incluyendo una variedad de tumores y suero. El genoma humano codifica
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para cuatro genes de AP: TNAP (alta expresion en higado, hueso y rifién asi como en otros
tejidos), PLAP (expresidon en placenta), GCAP (expresion en células germinales) e IAP

(expresion en intestinos) (Zimmermann et al., 2012; Yegutkin, 2014).

Dentro de la via adenosinérgica las AP pueden hidrolizar ATP extracelular via ADP y AMP a
Adenosina. Estas son las Unicas ecto nucleotidasas que pueden desfosforilar
secuencialmente nucledsidos trifosfatados a nucledsidos. Las AP de igual forma se pueden
encontrar de forma soluble siendo éstas el resultado de la accion de fosfolipasas C
fosfatidilinositol especificas. Son abundantes en el suero, aproximadamente un 95% de las
fosfatasas alcalinas que se encuentran circulando en el suero se deriva del hueso e higado

(Zimmermann et al., 2012).

5.5 ADA (Adenosina Deaminasa)

Adenosina deaminasa (ADA, E.C. 3.5.4.4) es una enzima citosdlica de 40 kDa y puede
aparecer en la membrana de la célula. El gen que codifica para la proteina ADA se encuentra
ubicado en el cromosoma 20. ADA participa en el metabolismo de purinas donde degrada
Adenosina o 2’-deoxiadenosina para producir Inosina o 2’-deoxinosina respectivamente
(Figura 4). El metabolismo subsecuente de estos nucleésidos deaminados conduce a la
generacion de hipoxantina la cual puede ser transformada hacia acido urico por la xantina
oxidasa o almacenada en mononucleétidos por la accién de la hipoxantina-guanina

fosforibosiltransferasa (Antonioli 2012; Franco 1997).

En humanos se han detectado diferentes isoformas de ADA y se han designado como ADA-
1, ADA-2 y ADA-3. Ademas de participar en el catabolismo de Adenosina, también pueden
interactuar con proteinas de anclaje en la superficie celular. Se han identificado dos
diferentes proteinas de anclaje: la glicoproteina transmembranal dipeptidil-peptidasa IV
(CD26) y los receptores de Adenosina Al, A2A y A2B (Antonioli 2012; Cortes et al., 2015).

Aunque la actividad de ADA2 en el plasma se descubrid hace mucho tiempo, la proteina
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responsable para esta actividad se aislé recientemente. Esta isoenzima es responsable de
una pequefia porcion de la actividad total de ADA en varios tejidos. ADA1 y ADA2 tienen
diferentes propiedades cataliticas, bioquimicas e inmunoquimicas. ADA2 tiene 100 veces
menor afinidad por Adenosina y 2’-deoxiadenosina que ADA1, es débilmente inhibida por
eitro-9-(2-hidroxi-3-nonil) adenina (EHNA) y alcanza su maxima actividad en un pH
ligeramente acido. ADA?2 es especificamente disefiada para actuar en el medio extracelular
esto debido a su presencia en el suero. La isoenzima ADA1 se encuentra en todos los tejidos
y eritrocitos. Probablemente debido a su habilidad de unirse a la superficie de células
hematopoyéticas, una pequefia porcidn de la enzima circula libremente en el plasma. Los
niveles mas altos de ADA1 se encuentran en el duodeno, nddulos linfaticos, bazo y timo. La
funcién principal de ADA1 es reducir los niveles intracelulares de Adenosina y de 2’-

deoxiadenosina los cuales son téxicos para las células (Cortes et al., 2015).

ADA puede ser expresada como ectoenzima en la superficie de células dendriticas,
linfocitos, tejidos linfoides y tejidos no linfoides, también puede ser encontrada como forma
soluble dentro del suero. Un estudio realizado por Pettengill en 2013 observé que en el

suero de recién nacidos se encontraba una forma cataliticamente activa de ADA.

5.6 PNP (Purina Nucledsido Fosforilasa)

Purina Nucledsido Fosforilasa (PNP) es una enzima ubicua que tiene un papel importante
en el metabolismo de las purinas. El gen que codifica para la proteina PNP se encuentra
localizado en el cromosoma 14. PNP es un trimero de aproximadamente 90 KDa, se ha
encontrado en la mayoria de los tejidos siendo los tejidos linfoides los que presentan los

niveles mas altos.

Hasta hace poco no se tenian datos acerca de la presencia de PNP en el microambiente
extracelular. La expresidn de PNP en la superficie celular junto con ADA ayuda en el

metabolismo de nucledsidos extracelulares (Pefia-Altamira et al., 2018; Giuliani et al., 2012)
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(Figura 4). Se ha reportado que los niveles de PNP incrementan en los tumores (Maeda et

al., 1992) y también puede ser secretado como una forma soluble (Yegutkin, 2014).

En un estudio realizado por Giuliani y colaboradores en el 2017 se observé que esta enzima
se podia encontrar en el medio extracelular con actividad catalitica para convertir Inosina

hacia Hipoxantina (Giuliani et al., 2017).
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Figura 4. Esquema de sefializacion de la via adenosinérgica. (1) La liberacién de ATP por parte de una célula dafiada via
exocitosis 0 mecanismos no liticos. (2- 3) Hidrdlisis de ATP mediante CD39 para producir ADP y AMP y la liberacién de
fosforo inorgénico (4) Hidrdlisis del AMP por CD73 para producir Adenosina, (5) Actividad hidrolitica de fosfatasas
alcalinas para producir adenosina, (6) Desaminacion de la Adenosina para producir Inosina por parte de ADA finalmente
la hidrélisis de Inosina por parte de PNP para la produccién de hipoxantina (7). Tomado y modificado de Schwab, 2016

CD39 y CD73 se han encontrado sobreexpresados en muchos tipos de lineas celulares
cancerigenas como: leucemia, glioblastoma, melanoma, de ovario, vejiga, tiroides,

esofagico, gastrico, de colon, de préstata y de mama (Gao et al., 2014; Yegutkin et al., 2012;
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Clayton et al., 2011). La alta expresion de CD73 ha sido asociada con un prondstico adverso
y una alterada respuesta inmune anti-tumoral en varios tipos de cancer (Cuadro 1) (Allard

etal. 2016).

CD39 Cancer gastrico Elevada expresion de CD39 en el tumor
correlacionado con un bajo prondstico de
sobrevivencia en pacientes.

CLL (Leucemia Linfocitica Crénica) Elevada expresion de CD39 en células T,
pero no en células B asociada a baja
sobrevivencia.

HCC (Carcinoma Hepatocelular) Baja  sobrevivencia observada en
pacientes con alta expresiéon de CD39.
CD73 Cancer gastrico La alta expresidn de CD73 se asocia con

bajo prondstico en pacientes.
TNBC (Cancer de mama triple La alta expresion de CD73 se asocia con
bajo prondstico en pacientes.

negativo)

Cancer de endometrio La alta expresién de CD73 se asocia con un
mejor prondstico en estos pacientes.

Cancer de ovario La alta expresion de CD73 se asocia como
un marcador de bajo prondstico en estos
pacientes.

Adenocarcinoma rectal La alta expresidon de CD73 se asocia con

los peores prondsticos en pacientes.

Cuadro 1. Hallazgos sobre CD39 y CD73 en diversos tumores. Tomado de Vijayan et al., 2017

6. ADENOSINA EN EL MICROAMBIENTE TUMORAL

La Adenosina extracelular actua sobre receptores especificos de membrana y es degradada
a Inosina por Adenosina deaminasa. La Adenosina también puede ser tomada por las células

y fosforilada hacia AMP ciclico por Adenosina cinasa (Di Virgilio et al., 2017).

La Adenosina se une a receptores purinérgicos (receptores de adenosina), acoplados a
proteinas G, los cuales se expresan ampliamente por varias células, incluyendo células T,
células B y células dendriticas (Smyth et al., 2013; Kumar, 2013). Cada receptor muestra

diferente afinidad por la Adenosina. Los receptores A1, A2A y A3 responden a bajos niveles
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de Adenosina (250-700 nM) y son categorizados como receptores de alta afinidad (Figura
5). La activacion del receptor A2B (baja afinidad) ocurre solamente bajo condiciones
patoldgicas como las que se presentan en el microambiente tumoral en donde se acumulan
altas concentraciones de Adenosina (Vijayan et al., 2017). La interaccién de Adenosina con
los receptores Al y A3 induce una disminucién en los niveles intracelulares de AMP ciclico;
mientras su interaccién con los receptores A2Ay A2B, los incrementa, debido a la activacién

de adenil ciclasa (Stagg et al., 2010).

/ Adennsme \
Al receptor AZA receptor i A2E receptor -“-".3 receptor
~ &R ) @ -=-—---H
v v v v
» LcAMP « TcAMP - TcAMP « Leamp
- TCa « TERK1 or ERKZ | |= Tp38 MAPK « TCat*
= Tp38 MAPK « TERK1orERK2 | | « TERK1 or ERK2
= TERK1 or ERK2 « TINK

Figura 5. Unidn de adenosina a receptores en la célula. La Adenosina generada dentro del microambiente se une a
receptores expresados en diferentes células a través de los cuales activan vias de sefializacién. Tomado de Antonioli et
al., 2013.

La activacion de diferentes receptores puede tener diferentes consecuencias. Los
receptores A2A estan estrechamente relacionados a la proteina de unién de respuesta a
AMP ciclico, la cual eventualmente se conduce al gen de transcripcion CEBPB. La proteina
CEBPB se une al gen promotor de IL-10 la cual activa la transcripcién de IL-10 y

subsecuentemente conduce a la liberacion de dicha citocina (Zhao et al., 2017).

A altas concentraciones de Adenosina las células pueden activar el proceso de apoptosis

aunque algunas células tumorales son resistentes a esta accién mediada por Adenosina.
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Ademas de los efectos de la Adenosina en el crecimiento tumoral, la Adenosina actta en
poblaciones aisladas de células cancerigenas para incrementar la motilidad, adhesién a la
matriz extracelular, la expresion de proteinas de anclaje y receptores para moléculas que
pueden dirigir el movimiento celular (Schwab, 2016). La Inosina ha sido reportada como un
agonista débil del receptor A3 de Adenosina aunque también puede afectar indirectamente
la sefializacion purinérgica compitiendo con el transporte de nucleésidos (Di Virgilio et al.,
2017). Las concentraciones de Adenosina en el espacio extracelular son altamente
reguladas por ectoenzimas como ADA. En tejidos normales donde las concentraciones de
Adenosina son bajas, la principal via a través de la cual la Adenosina es metabolizada
involucra la fosforilacion de AMP por Adenosina cinasa. A mayores concentraciones de
Adenosina como las que se encuentran dentro de un tumor la principal via a través de la
cual la Adenosina es metabolizada ocurre a través de la desaminacién hacia Inosina por

medio de ADA.

El complejo CD39/CD73 participa en el inmunoescape tumoral inhibiendo la activacidn, la
expansion clonal y migraciéon de los linfocitos T (CD4+ y CD8+) hacia el sitio del tumor
(Antonioli et al., 2013). La Adenosina presente en el ambiente extracelular es un factor
regulador inmune de potente proteccidn en las células y tejidos del dafio inmune, reprime
también las respuestas inmunes en el microambiente tumoral, asistiendo la evasién inmune

del tumor y se acumula en el microambiente tumoral (Clayton et al., 2011).

La concentracién extracelular de Adenosina se puede incrementar en respuesta a un
cambio metabdlico, cuando las células son privadas de nutrientes o de oxigeno (Ohta,
2016). La hipoxia es un elemento central en la patogénesis de muchas enfermedades
cardiovasculares, inflamatorias e infecciosas, es también una de las causas principales para
la produccion de Adenosina; por lo tanto, la Adenosina se encuentra en mayor
concentracion en sitios hipdxicos asociados con el tumor (Ohta, 2016; Kumar, 2013). Las
condiciones de hipoxia se relacionan con una liberacion masiva de ATP en el espacio
extracelular, que se convierte rapidamente en AMP por CD39 y luego en Adenosina por

CD73 (Antonioli et al., 2014).
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Existen mecanismos adicionales que incrementan la expresién de CD39 y CD73, entre ellos,
los factores inmersos en el microambiente tumoral (Turcotte et al., 2015), uno de los
factores reportados que incrementa la expresion en membrana de CD39 y CD73 en células
tumorales es la hipoxia (Vijayan et al., 2017), ademds varios factores solubles se encuentran
asociados al microambiente tumoral incluyendo IFN tipo I, TNF-a, IL-1B, PGE2, TGF-B los
cuales han mostrado aumentar la expresién de CD73 en varios tipos celulares (Allard et al.,
2014; Beavis et al., 2012; Regateiro et al., 2011; Cortes-Escamilla, 2016). Zhiy colaboradores
en 2012 mostraron que al cultivar células de cancer de mama con TGF-B se incrementa la
expresion de CD73 en membrana y resultados similares se han reportado en cancer de
prostata, de igual forma se ha mostrado que IFN-B incrementa la expresién en membrana

de CD73 (Niemela et al., 2008).
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7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México el CaCU representa un problema de salud publica al ocupar el segundo lugar en
mortalidad en mujeres (INEGI, 2018). Las células tumorales infectadas por HPV presentan
diversos mecanismos que conducen a la supresion y evasidon de la respuesta inmune, entre
los cuales destacan: disminucién de la moléculas de MHC clase |, alteracién en el
procesamiento de antigenos, el reclutamiento de células inmunosupresoras tales como
linfocitos T reguladores y presencia de un microambiente tumoral inmunosupresor con
altos niveles TGF-B e IL-10 (Torres-Poveda et al., 2014; Stone et al., 2014). Recientemente
se ha propuesto a la via adenosinérgica como un mecanismo de supresion de la respuesta
inmune en cancer, en donde las células que se encuentran en condiciones hipdxicas, en
estrés metabdlico o con falta de nutrientes liberan al espacio extracelular ATP que es
hidrolizado por CD39 para producir ADP/AMP, y finalmente por CD73 para producir
Adenosina (Yegutkin, 2014). Recientemente, nuestro grupo de trabajo reporté que células
tumorales de CaCU presentan CD73 en membrana y ademds producen CD73 soluble
(sCD73) con capacidad para generar Adenosina e inhibir las funciones efectoras de
linfocitos T citotdxicos (Molina-Castillo 2016; Mora-Garcia et al., 2017). Tomando en
consideracién que citocinas tales como TGF-3, EGF, IL-10 e IFN-B modulan la expresién de
CD73 en diversos tipos tumorales (Allard 2014; Beavis et al., 2012; Regateiro et al., 2011) y
gue dichas citocinas se encuentran presentes en el microambiente tumoral del CaCU
(Schrevel et al., 2011; Torres-Poveda et al., 2014; Stone et al., 2014; Barros et al., 2018), el
presente estudio se realizé con la finalidad de investigar si estas citocinas inducen la
produccién de sCD73 en células tumorales de CaCU. Lo cual sera de gran relevancia para
conocer el papel que juegan estas citocinas en el mantenimiento de un microambiente

inmunosupresor a través de la induccidon de CD73 y la generacién de Adenosina.
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8. HIPOTESIS.

Se ha reportado que factores solubles tales como IL-10, TGF-B, IFN-B y EGF modulan la
expresion de CD73 en diferentes tumores. Ademas, se sabe que dichos factores se
encuentran presentes en el microambiente tumoral del CaCU. Por otro lado, nuestro grupo
de investigacidon ha reportado que células de CaCU son capaces de generar adenosina
mediante la hidrdlisis de AMP por CD73 expresada en la membrana celular y sCD73
liberada en los sobrenadantes de cultivo celular. En consecuencia, si cultivamos células
tumorales de CaCU en presencia de estas citocinas, se espera que las células tumorales de
CaCU incrementen la produccién de sCD73, y por tanto, su capacidad para generar mayor

cantidad de adenosina.

9. OBIJETIVO GENERAL.

Analizar el efecto de TGF-B, EGF, IFN-B e IL-10 sobre la secreciéon de sCD73 en células

tumorales CaSki.

9.1 Objetivos particulares.

e Analizar la expresidon de CD73 en la membrana de células tumorales CaSki

cultivadas en presencia de IL-10, TGF-B, EGF e IFN-3

e Determinar la secrecion de CD73 en forma soluble (sCD73) en células CaSki

cultivadas en presencia de IL-10, TGF-3, EGF e IFN-

e Analizar la actividad catalitica de sCD73 producida por células CaSki

cultivadas en presencia de IL-10, TGF-3, EGF e IFN-
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10. METODOLOGIA.

10.1 Cultivo celular.

Se utilizd la linea celular de CaCU CaSki (VPH-16) estas células se mantuvieron proliferando
en medio de cultivo RPMI 1640 de GibcoBRL (Life Technologies), suplementado con suero
fetal de bovino (SFB) GibcoBRL (Life Technologies) al 10%, antibiéticos (penicilina 100 U/mL
y estreptomicina 100 pg/mL), y bajo condiciones de esterilidad a temperatura constante
de 37°C en una incubadora (Forma Scientific), con 5% de CO, y un ambiente de humedad
saturante. Una vez que las cajas de cultivo estuvieron a 60-80% de confluencia, se tomaron
alicuotas de 1x107 células y se cultivaron durante 72 horas en placas de 6 pozos con medio
Opti-MEM® (Life Technologies) libre de suero en ausencia o presencia de 25 ng/mL de cada
una de las siguientes citocinas: IFN-B, IL-10, TGF-B y EGF. Posteriormente, los sobrenadantes

se colectaron y se centrifugaron a 2000 x g durante 10 min.

10.2 Citometria de flujo.

La expresion de CD73 en la membrana de las células tumorales, se llevé a cabo mediante
citometria de flujo. Para ello, 50 000 células tumorales sujetas a los diferentes tratamientos
con citocinas fueron resuspendidas en PBS suplementado al 2% con SFB y colocadas en
tubos Eppendorf a 4°C por 30 min, en obscuridad con el anticuerpo monoclonal (mAb) anti-
CD73-PE (BD Pharmingen). Después de 2 lavados, las células marcadas fueron analizadas
mediante un citometro de flujo FACS- Calibur (BD Biosciences), contando un minimo de

10,000 eventos.
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10.3 ELISA.

Para determinar la presencia de sCD73 en los sobrenadantes de las células tumorales
cultivadas en ausencia o presencia de las diferentes citocinas, se empled un ensayo de
ELISA. Para ello, se utilizaron placas de 96 pozos de fondo plano para ELISA/RIA (Corning,
USA), en donde se colocaron por triplicado 100 ul de los sobrenadantes y se incubaron una
hora a 37°C; transcurrido este tiempo se incubé durante toda la noche en refrigeracién a 4°
C. En otros pozos se colocd una serie de diferentes concentraciones (1-100ng/mL) de la
enzima recombinante de CD73 diluida con medio Opti-MEM®. Los sobrenadantes se
retiraron de la placa y se procedié a hacer dos lavados con TBS-Tween 20 previo al bloqueo.
El bloqueo de cada placa, consistio en la adicion de 100 pl de soluciéon compuesta por TBS-
Tween 20 y 2% de albumina sérica bovina (BSA), la placa se incubd durante 1 hora a 37°C.
Posteriormente los pozos fueron lavados 4 veces con 300 pl de TBS-Tween 20 enseguida se
adicionaron 100 pl de anticuerpo primario (5’ Nucleotidase/CD73 Antibody Novusbio®) a
una dilucién 1:1000 en TBS-Tween 20 y se incubd por una hora a 37°C. Después se lavé la
placa 6 veces con 300 pl/pozo de TBS-Tween 20 y se agrego el anticuerpo secundario. Goat
anti-rabbit 1gG (H+L) Alkaline Phosphatase Conjugated Millipore diluido 1:1000 en TBS-
Tween 20 y se incubd 1 hora. Los pozos fueron lavados 8 veces con TBS-Tween 20. A
continuacion se adicionaron 100 ul a cada pozo del sustrato para la fosfatasa alcalina
disolviendo 0.03g de sustrato (Sigma) a 5 ml de Dietanolamina. La placa se incubd a 37°C

durante 1 hora. La lectura se realizé a una longitud de onda de 405 nm.

10.4 Western Blot.

Con la finalidad de corroborar la presencia de sCD73 en los sobrenadantes de las lineas
celulares cultivadas en presencia o ausencia de citocinas se utilizé la técnica de Western-
blot. Se prepararon geles de poliacrilamida en los cuales se cargaron 20 ug de proteina

contenida en los sobrenadantes y 20 ug de lisado de las células con buffer de carga. El gel
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se enjuagd con buffer de corrida 1x y se colocd en una cdmara de electroforesis a 80 volts
y 30 amperes, hasta que las proteinas llegaron al final del gel. Posteriormente el gel fue
transferido a una membrana de nitrocelulosa durante 1 hora a 100 amperes empleando
una cdmara de electrotransferencia (Trans-Blot” Turbo™ Transfer System, USA). La
membrana de nitrocelulosa se bloqued durante una hora con una solucién conteniendo
TBS-Tween 20- BSA 5%, posteriormente se dejo incubando toda la noche con el anticuerpo
primario (5 Nucleotidase/CD73 Antibody Novusbio®) a una dilucién de 1:500 en una
solucion de TBS-Tween 20- BSA 3% en agitacion suave. Después de retirar la solucién con
anticuerpo, la membrana fue lavada con TBS-Tween. A continuacién se adiciond el
anticuerpo secundario (Peroxidase Labeled Antibody to Rabbit 1gG KPL®) a una dilucién de
1:1500 en TBS-Tween 20- BSA 3% y se dejo en agitacién suave por 1 horay transcurrido el
tiempo se retiré el anticuerpo secundario y la membrana fue lavada 5 veces con TBS-Tween.
Para revelar la presencia de sCD73 en la membrana, se afiadieron 500 pl de luminol/
enhancer solution y 500 pl de Stable peroxide solution (Sigma-Aldrich, USA). Finalmente la
membrana fue revelada con ayuda del equipo ChemiDoc MD Imaging System Biorad® y del

software Studio Image 6.0.

10.5 Cromatografia en capa fina (CCF).

La conversion de AMP a Adenosina fue analizada mediante un ensayo de cromatografia en
capa fina, en donde los sobrenadantes se incubaron con AMP y APCP (inhibidor especifico
para CD73) auna concentracion final de 2.5mg/mL durante 24, 48 y 72 horas. Se colectaron
1-2 uL de las muestras en laminillas fluorescentes de poliéster conteniendo silica gel (CCF,
Sigma USA) (5x6.5cm). Posteriormente las laminillas se colocaron verticalmente en
camaras de elucidn las cuales contenian 2 ml de cada una de las fases moviles una de ellas
compuesta por: isobutanol:alcohol isoamilico:etoxietanol:amoniaco:agua (9:6:18:9:15) y la
otra compuesta de isobutanol:etilacetato:metanol:amoniaco (7:4:3:4) se dejaron correr

durante 45 min en la cdmara de elucién, y posteriormente fueron retiradas para su secado
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a temperatura ambiente. Como controles se emplearon muestras de 1uL de soluciones de
5mg/mL de Adenosina 5’-monofosfato (AMP), Adenosina (Ado), Inosina (Ino) e
Hipoxantina (Hypo) (Sigma, Life science). Finalmente los compuestos AMP y Adenosina se
visualizaron a través de un transiluminador con emisidn de luz ultravioleta (UV) y se

fotografiaron.

10.6 Cromatografia liquida de Ultra Resolucion (UPLC).

Para cuantificar la cantidad de Adenosina producida por la sCD73 contenidas en los
sobrenadantes de los cultivos celulares sujetos bajo las diferentes condiciones, se utilizé un
equipo de UPLC aquity (Waters, USA). Previo a la lectura de las muestras, se prepard una
curva patrén con diferentes concentraciones de Adenosina disuelta en fase movil (0.5%
acetonitrilo: 5% metanol: 94.5% acetato de sodio 0.25 M, pH 6.3) para establecer los limites
de deteccidn. Los sobrenadantes de las células tumorales cultivadas en presencia de AMP y
AMP+APCP fueron centrifugados a 12000 rpm y posteriormente filtrados con filtros de
amicén de 3000 daltones (Millipore, USA). Muestras de 25ulL fueron inyectadas al equipo
UPLC para su determinacién. El analisis se realizd empleando el software Empower 3

(Waters, USA).

10.7 Andlisis estadistico.

Los datos se expresan como el promedio * el error estdndar de los experimentos realizados
por triplicado. Los datos se analizaron en el software GraphPad Prism 6.0 mediante un
andlisis de varianza (ANOVA) seguido de una prueba de Tukey para determinar diferencia

estadistica. La significancia se determiné como P<0.05
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11. RESULTADOS.

11.1 Efecto de IL-10, TGF-B, EGF e IFN-B en la expresion de CD73 en membrana
de células tumorales de CaCU.

La acumulacién de Adenosina extracelular en el microambiente tumoral, generada
mediante la actividad de la ectonucleotidasa CD73, es un mecanismo ampliamente utilizado
por los tumores para suprimir la respuesta inmune antitumoral (Allard et al., 2016).
Recientemente se ha reportado que la expresidn y la funcién de CD73 en células tumorales
es regulada por varios mediadores presentes en el microambiente tumoral tales como
hipoxia, citocinas y PGE2 entre otros (Antonioli et al., 2016). Tomando en consideracién
que las citocinas IL-10, TGF-B, EGF e IFN-B se producen de manera predominante en varios
tipos de tumores (Allard et al., 2017; Beavis et al., 2012; Regateiro et al., 2011) y que dichas
citocinas se encuentran presentes en el microambiente tumoral del CaCU (Schrevel et al.,
2011; Torres-Poveda et al., 2014; Stone et al., 2014; Barros et al., 2018), en este estudio
analizamos su efecto sobre la expresion de CD73 en células tumorales CaSki (HPV-16) de
CaCU. Después de cultivar a las células tumorales durante 72 horas en ausencia o presencia
de 25 ng/mL de cada una de las citocinas, se analizo la expresién de CD73 en la membrana
de las células tumorales mediante citometria de flujo, empleando el anticuerpo monoclonal
anti-CD73-PE. Se observd que el tratamiento con TGF-B, y EGF produjeron un incremento
de 50%, con respecto a la expresién basal de CD73 en la membrana de las células CaSki.
Mientras que IL-10 e IFN-B no produjeron ningun cambio en la expresidon de CD73 en las

células tumorales (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de IL-10, TGF-B, EGF e IFN-B sobre la expresién de CD73 en membrana de las células tumorales CaSki.
50 000 células CaSki se cultivaron durante 72 horas en ausencia o presencia de 25ng/mL de cada una de las citocinas
y la expresion de CD73 en la membrana de las células tumorales se determiné mediante citometria de flujo.
Experimento representativo de 3 ensayos realizados. *, indica diferencias significativas p<0.05, respecto al basal.

11.2 Efecto de IL-10, TGF-B, EGF e IFN-B en la secrecion de sCD73 en células
tumorales de CaCU.

Para analizar si las citocinas IL-10, TGF-B, EGF e IFN-B inducen la secrecién de sCD73 en
CaCU, tal como hasido reportado en varios tipos celulares (Klemmens, 1990), se cultivaron
1x107 células CaSki durante 72 horas en placas de 6 pozos en ausencia o presencia de cada
una de las citocinas. La secrecion y concentracién de sCD73 fue determinada en cada uno
de los sobrenadantes mediante la técnica de ELISA. Como control positivo se realizé una
curva de concentracién con proteina recombinante humana CD73 (Figura 7A). Cuando las
células fueron tratadas con EGF e IL-10 la concentracion de sCD73 detectada en los
sobrenadantes incrementé de manera significativa respecto a la concentraciéon basal

(5ng/mL), las cuales fueron de 10.5 y 10ng/mL, respectivamente. Mientras que en los
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sobrenadantes de las células tratadas con TGF-B e IFN-B se observd una concentracion de

7ng/mL de sCD73 en ambos casos, el cual no fue significativo respecto a la concentracion

basal (Figura 7B).
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Figura 7. Efecto de TGF-B, EGF, IL-10 e IFN-B sobre la secrecién de sCD73 en células tumorales CaSki. 1x107 células
tumorales CaSki fueron cultivadas durante 72 horas en placas de 6 pozos con 2mL de medio libre de suero en
presencia y ausencia de 25ng/mL de las citocinas. (A) Se muestra una curva patrdon con diferentes concentraciones
de la enzima CD73 recombinante humana. (B) Se muestran las concentraciones de sCD73 contenidas en los
sobrenadantes de las células tumorales CaSki cultivadas en ausencia y presencia de las diferentes citocinas como
control negativo se utilizd medio Optimem®. Experimento representativo de 3 ensayos realizados. *, indica
diferencias significativas p<0.05 respecto al basal
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Al analizar mediante Western blot, la presencia de CD73 en lisados de las lineas celulares
tratadas con las citocinas, se observé que TGF-B y EGF indujeron incremento significativo
de CD73 respecto al producido por las células sin tratamiento. Las bandas correspondientes
a la proteina CD73 (Figura 8A) y su analisis densitométrico (Figura 8B) mostraron un
incremento del 50% y del 400% respectivamente, en relacién al lisado de las células sin
tratamiento. Por otro lado, al detectar sCD73 en los sobrenadantes de las células tumorales,
se observd que las células tratadas con TGF- e IL-10 mostraron incremento del contenido
de sCD73 del 50% y del 100% respectivamente, en relacion a las células que no recibieron
tratamiento con citocinas (Figuras 8C y 8D). Lo anterior sugiere que EGF y TGF-3
incrementan el contenido de CD73 a nivel de membrana mientras que, tanto IL-10 como

TGF-B inducen la liberacion de sCD73 en las células de CaCU.
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Figura 8 - Deteccidn de CD73 en sobrenadantes y lisados de células CaSki tratadas con citocinas. 1x107 células CaSki
fueron cultivadas en presencia o ausencia de 25ng/mL de citocinas durante 72 horas. Veinte pg de proteina total
contenida en los lisados celulares o sobrenadantes de los cultivos fueron separadas por electroforesis y transferidas a
una membrana de nitrocelulosa para incubarse con un anticuerpo anti-CD73 descrito en materiales y métodos. A) Las
bandas de proteina detectadas en los lisados celulares por el anticuerpo monoclonal anti-CD73 mostraron un Peso
Molecular cercano a 70KDa. B) Se muestran los valores del analisis densitométrico de la proteina CD73 detectada para
cada tratamiento. C) Las bandas de proteina de sCD73 detectadas mediante western blot también muestran un peso
similar a los 70 KDa. D) Se muestran los valores del analisis densitométrico de la proteina CD73 detectada para cada
sobrenadante

11.3 Actividad catalitica de sCD73 producida por las células tumorales CaSki
cultivadas en presencia de citocinas

En estudios previos se ha reportado que sCD73 producida por diferentes tipos celulares es
capaz de convertir AMP a Adenosina (Zimmermann et al., 2012), por lo que se procedié a
evaluar la actividad catalitica de sCD73 producido por las células tumorales tratadas con
las diferentes citocinas. Para ello se tomaron 100 plL de cada uno de los sobrenadantes y se
incubaron durante 72 horas en presencia de ya sea 2.5 mg/ml de AMP, o de AMP mas
2.5mg/mL de Adenosina 5’-(a, B-metilen) difosfato (APCP) (inhibidor especifico de CD73).

En la Figura 9 se muestran las cromatografias correspondientes a la hidrdlisis de AMP. Las
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células que no fueron tratadas con citocinas (Fig. 9A), y de manera mas notable, aquellas
que fueron tratadas con TGF-$ (Fig. 9B), generaron Adenosina e Inosina a partir de las 48
horas; mientras que, las células tratadas con EGF (Fig 9C), IFN-B (Fig. 9D) e IL-10 (Fig. 9E),
a partir de las 24 horas generaron Inosina y otro subproducto de la hidrdlisis que
corresponde a una banda intermedia entre Adenosina e Inosina, sugiriendo que ademas de
sCD73 se induce Adenosina desaminasa y otra enzima participante en la degradacién de
Inosina. Tomando en consideracion que la enzima Purina Nucledsido Fosforilasa (PNP),
localizada en la superficie celular, cataliza la conversidn de Inosina a Hipoxantina (Yegutkin,
2014), se procedié a analizar si el subproducto observado correspondia a Hipoxantina. Para
ello se utilizé una fase movil que permite una mejor separacién entre los productos de la
degradacion de Adenosina. En la Figura 10 se observan las cromatografias de capa fina
realizadas con los sobrenadantes de las células tratadas con EGF (Fig. 10A), IFN- (Fig. 10B)
e IL-10 (Fig. 10C), incorporando Hipoxantina como testigo. En el sobrenadante de las células
tratadas con EGF, IL-10 e IFN-B la generacion de Inosina e Hipoxantina se observa a partir
de las 24 horas e incrementa conforme el tiempo de incubacidn, sugiriendo la inducciéon
tanto de ADA como de PNP en las células tratadas con estas citocinas. Tomando de manera
conjunta estos resultados, se puede concluir que ademas de inducir la produccién de CD73
o sCD73, las citocinas TGF-3, EGF, IFN-f e IL-10 pueden inducir otras enzimas participantes

en la obtencion de productos de la degradacién de AMP a Adenosina, Inosina e Hipoxantina.
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Figura 9. Productos de la hidrdlisis de AMP generados por la actividad de los sobrenadantes de las células CaSki tratadas con
citocinas. Sobrenadantes de células CaSki cultivadas durante 72 horas en medio de cultivo (A), o en presencia de 25ng/Ml de TGF-
B (B) de IFN-B (C) de EGF (D) o de IL-10 (E) fueron incubados en presencia de 2.5mg/mL de AMP o de AMP+APCP (inhibidor
especifico de CD73). La hidrdlisis de AMP fue evidenciada mediante cromatografia en capa fina y visualizada con ayuda de un
transiluminador en una camara con luz UV. Se muestran los productos de la hidrélisis de AMP cada 24 horas. ADO, Adenosina;
HYPO, Hipoxantina; INO, Inosina.
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Figura 10. Productos de la hidrélisis de AMP generados por la actividad de los sobrenadantes de las células CaSki tratadas con
citocinas. Sobrenadantes de células CaSki cultivadas durante 72 horas en presencia de IFN-B (A) de EGF (B) o de IL-10 (C) fueron
incubados en presencia de 2.5mg/mL de AMP o de AMP+APCP (inhibidor especifico de CD73). La hidrdlisis de AMP fue
evidenciada mediante cromatografia en capa finay visualizada con ayuda de un transiluminador en una cdmara con luz UV. Se
muestran los productos de la hidrélisis de AMP cada 24 horas. ADO, Adenosina; HYPO, Hipoxantina; INO, Inosina.

Por otra parte, para corroborar que ADA esta cataliticamente activa en los sobrenadantes
de las células tumorales cultivadas con las citocinas, éstos fueron incubados durante 72
horas en presencia o ausencia de 1 mM de ENHA (inhibidor especifico para ADA). En la
Figura 11 se observa que cuando ADA se encuentra activa se obtienen los productos de la
degradacion de Adenosina como Inosina e Hipoxantina, sin embargo cuando ADA fue
inhibida, se observé mayor generacidén de Adenosina a partir de las 24, la cual incrementé
conforme el tiempo de incubacidn. Estos resultados sugieren que ademas de la induccion
de sCD73 con las citocinas, también se induce la liberacion de sADA en los sobrenadantes

de las células tratadas con las citocinas.
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Figura 11. Actividad catalitica de sADA contenida en sobrenadantes de CaSki. Sobrenadantes de células CaSki cultivadas durante
72 horas en medio de cultivo (A), o en presencia de 25ng/MI de TGF-B (B), IFN-B (C), EGF (D), o de IL-10 (E), fueron incubados
en presencia de 2.5mg/mL de AMP y en presencia o ausencia de ENHA (inhibidor especifico de ADA). La hidrdlisis de AMP fue
visualizadaa través de cromatografia en capa fina y revelada con ayuda de un transiluminador en una cdmara con luz UV.
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Por otro lado, para cuantificar la Adenosina generada por la actividad hidrolitica de sCD73
contenida en los sobrenadantes de las células tumorales sujetas a los diferentes
tratamientos, se tomaron muestras de cada sobrenadante y se incubaron durante 72 horas
en presencia de AMP y APCP. El contenido de Adenosina se determind cada 24 horas
mediante UPLC (cromatografia liquida de ultra resolucion) con ayuda de una curva patrén

de adenosina pura (Figura 12Ay 12B)

De manera interesante, los sobrenadantes de las células tratadas con TGF-B mostraron
mayor capacidad hidrolitica para convertir AMP a Adenosina respecto al obtenido por
células CaSki sin tratamiento. Después de 72 horas de incubacién los sobrenadantes de
CaSki tratadas con TGF-B produjeron 1207 ng/mL de Adenosinay en los sobrenadantes de
las células CaSki sin tratamiento sélo se detecté una produccién de 186 ng/mL de
Adenosina. La adicién de APCP redujo notablemente la generacidon de adenosina a 109 y
24 ng/mL respectivamente (Figura 12C). Es importante mencionar, que acorde con las
cromatografias de capa fina, mediante el andlisis de cromatografia de UPLC no se
encontraron cantidades detectables de adenosina en los sobrenadantes de las células
tratadas con EGF, IFN-B e IL-10 e incubados durante 72 horas con AMP. Lo cual refuerza la

hipdtesis de que estas citocinas incrementan la expresion de ADA y PNP.

N -

Absorbancia

|Adenosina - 2.313

Tiempo de retencion (minutos)
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Figura 12. Andlisis cuantitativo de la produccién de adenosina en sobrenadantes de células CaSki. A) Cromatograma
representativo de una curva patrén de adenosina sintética obtenida a partir de diluciones seriadas a partir de una
solucién base de 1ug/m. B) Curva tipo que representa las concentraciones de adenosina en relacion con el area bajo
la curva de cada histograma, se muestra una correlaciéon de 0.999%. C) Cantidad de adenosina producida por
sobrenadantes obtenidos de células CaSki cultivadas durante 72 horas con medio de cultivo o en presencia de
25ng/mL de TGF-B, EGF, IFN-B o IL-10 y posteriormente cultivadas en presencia de 2.5mg/mL de AMP y en presencia
o ausencia de 2.5mg/mL APCP. Ensayo representativo de 3 realizados de forma independiente.
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12.DISCUSION DE RESULTADOS.

La hidrdlisis de nucledtidos extracelulares es regulada por varias familias de ecto
nucleotidasas entre las que se incluyen: la familia ENTPDasa, las ecto-nucledtido pirofosfato
fosfodiesterasa (E-NPP) las NAD glicohidrolasas, fosfatasas alcalinas y adenilato cinasas,
CD39 y CD73, cuya actividad hidrolitica conduce a la generacién de Adenosina, un
nucledsido conocido por su actividad supresora de la respuesta inmune (Allard et al., 2017).
Se ha reportado que dentro del microambiente tumoral hay factores que inducen
incremento en la expresion de CD73, como es el caso de TGF-B e IL-10, IFNs, EGF, entre
otros. En el caso particular de CaCU se ha reportado que los niveles de TGF- e IL-10
incrementan conforme la enfermedad progresa (Danilidis et al., 2016), y que TGF-B puede
modular la expresidon de IL-10 (Torres-Poveda et al., 2014; Garcia-Rocha et al., 2015).
Asimismo, EGF se asocia con bajo prondstico de sobrevivencia en las pacientes de CaCU
(Schrevel et al., 2011), mientras que los niveles de IFN en la progresion de CaCU
permanecen bajos (Barros et al., 2018). Nuestro grupo de trabajo recientemente ha
publicado que células tumorales de CaCU generan altas concentraciones de Adenosina
mediante la actividad funcional de CD73 expresada en la membrana celular (Mora-Garcia
etal., 2017), y que también las células tumorales producen sCD73 con capacidad hidrolitica
para generar Adenosina a partir de AMP (Molina-Castillo, 2016). Sin embargo, se desconoce
si citocinas como TGF-B, IL-10, IFN-B y EGF tienen algin efecto en la secrecion de sCD73
sobre células tumorales de CaCU. En este estudio se encontré que TGF-B y EGF
incrementaron notablemente la expresién de CD73 en membrana de las células tumorales
comparada con la expresion basal de dicha ecto-nucleotidasa; mientras que EGF e IL-10
indujeron mayor liberacién de sCD73 comparada con la producida en condiciones basales.
Asimismo, al analizar los productos de |a hidrélisis de AMP con los sobrenadantes obtenidos
de las células CaSki cultivadas con las diferentes citocinas, se observd que las células
cultivadas con TGF-B produjeron esencialmente Adenosina e Inosina; mientras que los
derivados de las células cultivadas en presencia de IL-10, IFN-B y EGF produjeron Inosina e

Hipoxantina como productos finales de la hidrdlisis. Lo cual sugiere que estas citocinas
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inducen de manera diferencial la produccién de las enzimas CD73, ADA y PNP de manera
soluble. Por tanto, la presencia de estas enzimas en el microambiente puede estar
condicionada por las concentraciones existentes de estas citocinas. Por ejemplo en el
desarrollo de CaCU existe predominancia de la produccién de TGF-B e IL-10 en el
microambiente tumoral durante la evolucién del crecimiento tumoral (Barros et al., 2018),
por lo que CD73 y ADA pueden predominar en estados avanzados de la enfermedad. Por
otra parte, estas citocinas no solo pueden inducir la expresion de CD73 en las células
tumorales, sino también en varios tipos celulares encontrados en el microambiente
tumoral. Por ejemplo, en células endoteliales se demostré que los IFNs de tipo |
incrementaron la expresién de CD73 de manera dosis dependiente (Airas et al., 2007);
también se reporté que TGF-B incrementd la expresion de CD73 en membrana en cancer

de prdstata (Leclerc et al., 2015) y en células T reguladoras (Regateiro et al., 2011).

Por otra parte, es importante mencionar que en el analisis de Western blot de los
sobrenadantes de las células tumorales tratadas con citocinas, al revelar la presencia de
sCD73 con el anticuerpo utilizado, se observaron dos bandas: una con peso molecular de
aproximadamente 70 KDa, y otra banda con un peso ligeramente menor (aproximadamente
60 KDa). La banda de menor peso se encontré en mayor proporcion en los sobrenadantes
de las células que fueron cultivadas en ausencia de citocinas y en aquellas tratadas con TGF-
B, IL-10. En este contexto, la presencia de ambas isoformas fue reportada por Vogel en 1992
en corteza cerebral de bovino, y mas tarde por Navarro y colaboradores en 1998 en células
de cancer de colon. En ambos trabajos se refiere que la isoforma de menor peso molecular
corresponde a una isoforma menos glicosilada de CD73 con menor actividad catalitica que
la de mayor peso molecular. En nuestro estudio, observamos que los sobrenadantes de las
células tratadas con las diferentes citocinas mostraron tener en conjunto mayor actividad
catalitica sobre AMP que el obtenido de las células cultivadas en ausencia de citocinas. De
hecho, los sobrenadantes de las células tratadas con EGF, IFN-B e IL-10 generaron a partir
de las primeras 24 horas Inosina e Hipoxantina y no fue detectada la presencia de
Adenosina, lo cual indicaria que la Adenosina que es generada por sCD73 es

inmediatamente catalizada a estos productos, sin embargo la adicién de APCP (inhibidor
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especifico de CD73) a estos sobrenadantes, no fue capaz de detener la conversién de AMP
a Adenosina, sugiriendo que ademads de sCD73, otras enzimas que catalizan la hidrdlisis de
AMP a Adenosina, tal como fosfatasas alcalinas (Yegutkin, 2014) pudieran ser inducidas por
estas citocinas, lo cual serd importante de averiguar en estudios posteriores. En contraste,
en los sobrenadantes de las células tratadas con TGF-B, la conversion de AMP a Adenosina
fue inhibida al agregar APCP, sugiriendo este factor induce preferentemente la produccion

de sCD73.

La actividad catalitica de sCD73 recientemente ha sido estudiada en sueros de pacientes,
por ejemplo, Airas en 2007, Huang en 2015 y Morello en 2017, evaluaron los contenidos y
actividad de sCD73 en pacientes con esclerosis multiple y pacientes con diferentes tipos de
cancer, encontrando que altas concentraciones de esta nucleotidasa se asociaron con poca
sobrevivencia. Resulta muy interesante observar que las dos citocinas que se encuentran
sobreexpresadas en CaCU (TGF-B e IL-10) presentan actividades diferentes, ya que mientras
TGF-B favorece la produccion de sCD73, que contribuye a la producciéon de Adenosina; IL-
10 parece inducir la produccion de otras enzimas que conducen a la degradacién de
Adenosina, lo cual indicaria que dentro del tumor ambas citocinas desempefian papeles
diferentes. De hecho, se ha reportado que los niveles altos de Adenosina pueden ser
daiinos para los tejidos y érganos de un individuo, por lo que en estados patolégicos surgen
mecanismos para contrarrestar la produccién excesiva de Adenosina y evitar la toxicidad a
los tejidos (Antonioli, 2012). En este trabajo detectamos que la induccién de ADA y muy
probablemente PNP, puedan actuar para tal efecto, ya que los sobrenadantes de las células
tratadas con EGF, IFN-B e IL-10 produjeron Inosina e Hipoxantina como productos de la
hidrdlisis de AMP, los cuales fueron revertidos en gran parte al adicionar EHNA, inhibidor
especifico de la enzima ADA. La actividad catalitica de ADA se ha visto incrementada en
sueros de pacientes con varios tipos de cancer (Vannoni et al., 2004). En el carcinoma oral
de células escamosas se encontré que la actividad de ADA incrementa conforme el grado
histopatoldgico de la enfermedad siendo los estadios mas avanzados de la enfermedad los
gue presentan la mayor expresion y actividad catalitica de ADA (Kelgrande et al., 2014). De

igual forma se ha reportado un incremento en la actividad catalitica de PNP en sueros de
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pacientes con cancer (Russo et al., 1981). Recientemente el grupo de Pefia-Altamira reporto
una forma soluble de PNP derivada de la membrana de astrocitos y microglia, la cual es
liberada mediante vesiculas manteniendo su actividad catalitica, notando que altas
concentraciones de ATP pueden estar influenciando la liberacién de esta forma soluble.

Resultados similares fueron obtenidos por Giuliani en 2017.

Los resultados de este trabajo nos permiten sugerir que citocinas como EGF, IFN-B e IL-10
pueden modular la producciéon de varias enzimas de manera soluble entre ellas: sCD73,
fosfatasa alcalina, ADA y PNP entre otras, por lo que serd importante conocer, ademas de
la induccidn, el papel que guardan estas enzimas dentro del microambiente tumoral de
CaCU y a nivel periférico en sueros de pacientes con CaCU, con la finalidad de dirigir

estrategias terapéuticas que regulen su funcién.
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13.CONCLUSIONES.

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo se concluye que citocinas como
el TGF-B, y EGF inducen un aumento en la expresion de CD73 en membrana de células CaSki,
y que estas citocinas junto con IL-10 incrementan la liberacién de CD73 y por tanto su
capacidad para generar Adenosina comparada con la actividad basal de sCD73. Lo anterior
sugiere que la liberacion de CD73 contribuye a la formacion de un microambiente tumoral

inmunosupresor.

14. PERSPECTIVAS.

De acuerdo con los resultados obtenidos previamente por nuestro grupo de trabajo y con
los obtenidos en el presente trabajo, la produccién de sCD73 en la linea celular CaSki puede

ser regulada por diversas citocinas, por lo que se recomienda:
* Evaluar el papel de estas citocinas en otras lineas celulares de CaCU.

* Analizar el papel de los exosomas y de las formas solubles liberadas por medio de la

fosfolipasa C

* Analizar las dos formas solubles de CD73 que se liberan en el sobrenadante sin

tratamiento.

* Analizar la regulacién de otras enzimas que participan en el catabolismo de
nucledtidos en células tumorales de CaCU, tales como fosfatasas alcalinas, ADA vy

PNP tanto en la membrana celular como su produccién de manera soluble.

* Determinar los niveles de fosfatasas alcalinas, ADA y PNP en sueros de pacientes con

CaCuU
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