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RESUMEN

El CaCU es un problema importante de salud publica en México, el cual se ha
posicionado como la segunda causa de muerte por cancer en mujeres. Entre las
pacientes que padecen CaCU, la principal causa de muerte es la metastasis, por lo que
resulta de gran relevancia dilucidar los mecanismos que conducen a la diseminacion de
las células tumorales, asi como determinar los factores que influyen en este proceso. En
este contexto, las condiciones del microambiente tumoral juegan un papel importante
para inducir en las células tumorales la transicion epitelio mesénquima (TEM), a través
de la cual las células tumorales adquieren una forma alargada e incrementan su
capacidad invasiva, debido a la expresion de Factores de Transcripcion como Snail y
Twist que son inducidos bajo condiciones de hipoxia a través de la expresion del Factor
Inducible por hipoxia 1a (HIF-1a) y factores celulares como el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B). Por otro lado, nuestro grupo de investigacion previamente
reporté que las células tumorales de CaCU positivas a la infeccion por VPH tienen alta
expresion de CD73 en membrana y son capaces de generar grandes cantidades de
adenosina (Ado) que al interaccionar con los receptores A2AR y A2BR (presentes en las
células tumorales de CaCU) promueve la secrecion de TGF- 3 al espacio extracelular, el
cual, a su vez, mantiene la expresion de la ectoenzima CD73. Tomando en cuenta que
la activacion transcripcional de CD73 dentro del microambiente tumoral esta influenciada
por las condiciones hipdxicas que prevalecen en este lugar y que el cultivo de células
tumorales en tumoresferas (TE) puede recrear condiciones similares a las del
microambiente tumoral, en este estudio se analizé la participacion de la via CD73-Ado
en la induccién de genes relacionados con la TEM. Utilizando el modelo de cultivo de TE
de células tumorales de CaCU (CaSki), logramos obtener TE compactas cuyas células
presentaron una expresion significativamente mayor de CD73 respecto a las células
CaSki cultivadas en monocapa (MC). Ademas, se observo que en mas del 50% de las
células CaSki derivadas de TE hubo un incremento en la expresion de los receptores
para adenosina A1R, A2BR y A3R. De manera interesante, se encontré que la mayor
expresion de CD73 en las células cultivadas en TE correspondié con una mayor
capacidad de estas células para hidrolizar al nucle6tido AMP y convertirlo en Ado. Al
analizar la expresion de los genes maestros de la TEM, Snail y Twist, se encontré que
sélo el gen Snail fue sobre-expresado en las células CaSki cultivadas en TE. Dado que
se ha reportado que la induccién de la TEM en células tumorales esta fuertemente
asociada, tanto con la expresion de HIF-1a como con el incremento en la expresion de
Snail y la senalizacion de TGF-B, al analizar la expresion de HIF-1ay TGF- en las
células CaSki, observamos que no hubo cambios en la expresion de HIF-1a en las
células CaSki cultivadas en TE respecto a las cultivadas en MC; sin embargo, se observo
que las células CaSki cultivadas en TE produjeron significativamente mayor cantidad de
TGF-B en comparacién con las cultivadas en MC. Estos resultados permiten sugerir que
las células CaSki cultivadas bajo las condiciones de TE son capaces de adquirir
caracteristicas moleculares que potencian su capacidad migratoria.



ABSTRACT

Cervical cancer (CaCU) is an important public health problem in Mexico, which has been
positioned as the second cause of death from cancer in women. Among patients suffering
from CaCU, the main cause of death is metastasis, therefore it is of great relevance to
elucidate the mechanisms that lead to the spread of tumor cells, as well as to determine
the factors that influence this process. In this context, the conditions of the tumor
microenvironment play an important role in inducing the mesenchymal epithelial transition
(TEM) in tumor cells, through which tumor cells acquire an elongated shape and increase
their invasive capacity, due to the expression of transcription factors such as Snail and
Twist, that are induced under hypoxic conditions through the expression of Hypoxic
Inducible Factor 1a (HIF-1a) and cellular factors such as transforming growth factor-beta
(TGF-B). On the other hand, our research group previously reported that CaCU tumor
cells positive for HPV infection have high expression of CD73 in the membrane and are
capable of generating large amounts of adenosine (Ado) that interact with A2AR and
A2BR receptors (found in CaCU tumor cells) to promote the secretion of TGF- to the
extracellular space, which in turn, maintains the expression of the ectoenzyme CD73.
Taking into account that the transcriptional activation of CD73 within the tumor
microenvironment is influenced by the hypoxic conditions that prevail in this place and
that the culture of tumor cells in tumorspheres (TE) can recreate conditions similar to
those of the tumor microenvironment, in this study, the participation of the CD73-Ado
pathway in the induction of genes related to TEM was analyzed. Using the tissue culture
model of TE from cervical cancer cells CaSki, we were able to obtain compact TE whose
cells showed a significantly higher expression of CD73 compared to CaSki cells grown in
monolayer (MC). Furthermore, it was observed that in more than 50% of the TE-derived
CaSki cells there was an increase in the expression of the adenosine receptors A1R,
A2BR and A3R. Interestingly, it was found that the higher expression of CD73 in cells
cultured in TE correlated with a higher capacity of these cells to hydrolyze the AMP
nucleotide to produce Ado. When analyzing the expression of the TEM master genes,
Snail and Twist, it was found that only the Snail gene was over-expressed in the CaSki
cells cultured in TE. Since it has been reported that the induction of TEM in tumor cells is
strongly associated, both with the expression of HIF-1a, and with the increase in the
expression of Snail and the signaling of TGF-3, when analyzing the expression of HIF-1a
and TGF-B in CaSki cells, we observed that HIF-1a did not show changes in expression
in CaSki cells cultured in TE compared to those cultured in MC; however, it was observed
that CaSki cells cultured in TE produced significantly higher amounts of TGF- compared
to those cultivated in MC. These results suggest that CaSki cells grown under TE
conditions are capable of acquiring molecular characteristics that enhance their migratory
capacity.



1. INTRODUCCION

1.1 CANCER

El cancer puede ser considerado como una enfermedad resultante de diversos procesos
bioldgicos, siendo la proliferacidon descontrolada una de las caracteristicas mas
reconocidas. También, el cancer puede ser descrito como una enfermedad compleja que
comienza de manera local y tiene la capacidad de diseminarse a través del torrente
sanguineo a otros o6rganos y de pasar desapercibidas de la respuesta inmune
antitumoral.

Esta enfermedad es un problema de salud publica en el mundo por su alta incidencia
(GLOBOCAN, 2020). En el cancer se han reconocido diversos procesos que las células
tumorales llevan a cabo para lograr su supervivencia en el organismo.

1.1.1 HALLMARKS DEL CANCER

Se ha descrito que el cancer posee algunas caracteristicas cruciales que le permiten
tener éxito en el organismo las cuales han sido llamadas “Hallmarks del cancer”. Entre
estas se encuentran: una sefalizacién sostenida de proliferacion, evasion de supresores
del crecimiento, activacion de mecanismos de invasion y metastasis, induccion de
angiogénesis, inmortalidad replicativa y resistencia a la muerte celular (Hanahan &
Weinberg, 2011) (Figura 1).

Sefializacidn sostenida
de proliferacion

Evasion de los supresores
del crecimiento

Induccion de Activacién de la
angiogénesis metastasis e invasion

Inmortalidad
replicativa

Figura 1. Hallmarks del cancer. Tomado y modificado de: Hanahan & Weinberg, 2011.



Estas hallmarks permiten a las células que ya se han convertido en malignas generar un
tumor primario. Posteriormente, bajo las condiciones adecuadas les capacita para
diseminarse a 6rganos distantes.

1.2 CANCER CERVICO-UTERINO (CaCU)

El cancer cérvico-uterino (CaCU) o también llamado cancer de cuello uterino o cancer
de cérvix, es un problema importante de salud publica en nuestro pais. De acuerdo con
datos en el afo 2018 se detectaron aproximadamente 10,000 casos nuevos de CaCU
(INEGI, 2018). El CaCU se ha relacionado en mas del 99% con la infeccion por el Virus
de Papiloma Humano de alto riesgo (VPH-AR) tales como VPH-16 y VPH-18
(Walboomers et al., 1999) por lo que se le ha reconocido como el agente causal de
practicamente todos los casos de CaCU (Kessler, 2017).

Se ha observado que las mujeres que viven en paises subdesarrollados tienen mas
probabilidad de padecer esta enfermedad, en parte por el poco acceso a los servicios de
prevencion, deteccion y tratamiento de la neoplasia.

En la siguiente grafica de pastel se indican las cifras de mortalidad por cancer a nivel
mundial en la poblacién femenina, dentro de las cuales el CaCU ocupa el cuarto lugar
(IARC, 2018) (Figura 2).
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Figura 2. Mortalidad por cancer en la poblacion femenina mundial. Tomado y modificado de: IARC, 2018.



En el contexto nacional, el CaCU se ha posicionado como la segunda causa de muerte
por cancer, solamente superado por el Cancer de Mama. A continuacion, la figura 3, nos
esquematiza dichos datos.
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Figura 3. Mortalidad por CaCU en México. Tomado y modificado de: IARC, 2018

1.3 VIRUS DE PAPILOMA HUMANO

El Virus de Papiloma Humano (VPH) es un miembro de la familia de los Papillomavirus.
El VPH esta formado por una cadena doble de ADN circular incluida en una capside
icosaédrica, sin envoltura. El material genético de este virus contiene genes que codifican
para diversas proteinas no estructurales que sirven para realizar procesos bioldgicos
como la replicacion de ADN del virus, la transcripcidn, asi como el ensamblaje viral.
Ademas, se da lugar a proteinas tardias conocidas como L1 y L2 importantes para la
conformacioén de la capside, siendo la proteina L1 el mayor componente (Brianti et al.,
2017; IARC, 2007)

La infeccion con VPH es muy comun en personas sexualmente activas, y en la mayoria
de los casos, el sistema inmune del individuo elimina dicha infeccion (Dunne et al., 2007).
Por otro lado, la infeccién por VPH se ha asociado a distintos tipos de cancer siendo
principalmente el CaCU asi como: cancer de vagina, pene y ano (Bosch et al., 2013).

Se han descrito mas de 200 tipos distintos de VPH, de los cuales ha surgido una
clasificacion que los agrupa de acuerdo con su capacidad de desarrollar cancer: los de
bajo y alto riesgo (Brianti et al., 2017; Walboomers et al., 1999).



Los VPH de alto riesgo comprenden los tipos: -16,-18,-31,-33,-35,-45 entre otros
(Sanjosé et al., 2018). En la mayoria de los casos reportados de CaCU, los VPH de alto
riesgo (VPH-AR) principalmente los tipos -16 y -18 estan presentes (Walboomers et al.,
1999). Sin embargo, actualmente se ha prevenido la infeccidn causada por estos tipos
de virus de alto riesgo, asi como su progresién a CaCU mediante acciones de prevencion
como la aplicacién del esquema de vacunacion a nifias de doce afos.

A pesar de esta prevencion, el problema de la infeccién y el desarrollo de la neoplasia
en el cuello uterino no se han erradicado por completo. Por lo que es necesario continuar
generando investigacion basica acerca del VPH y del CaCU para crear estrategias tanto
de tratamiento como de prevencion.

1.3.1 VIRUS DE PAPILOMA HUMANO Y CaCU

Hay evidencia contundente acerca de la asociacion entre la infeccion con un VPH-AR y
el desarrollo de CaCU. Las infecciones por un VPH pueden ser eliminadas por el sistema
inmunoldgico del individuo, sin embargo, cuando esta se vuelve persistente existe un
riesgo inminente de desarrollar la neoplasia. De hecho, se considera un factor clave la
infeccion por un VPH-AR para la progresién hacia un carcinoma; sin embargo, de las
lesiones generadas por el VPH, solo del 0.3-1.2% avanzan hacia CaCU (Gupta and
Pramanik, 2019)

La historia natural del CaCU indica que antes de desencadenarse el proceso
carcinogénico, las células del cérvix comienzan a experimentar una serie de cambios
que en conjunto dan lugar a las Neoplasias Intraepiteliales Cervicales (NIC).

1.4 ViA ADENOSINERGICA

En afos recientes, se ha reportado que la Via Adenosinérgica, en la cual participan las
ectonucleotidasas CD39 (ENTPD1, diphosphohidrolasa trifosfato ectonucledsido-1) y
CD73 (5'- ectonucleotidasa), juega un papel importante en el desarrollo de los tumores
malignos (Antonioli et al., 2016; Ohta, 2016). En condiciones de hipoxia e inflamacion se
libera una gran cantidad de nucleoétidos de adenina (ATP, ADP y AMP) que son liberados
en el microambiente tumoral, y son hidrolizados por CD39 (ATP/ADP) y CD73 (AMP)
para generar adenosina (Ado) (Robson et al., 2005; Resta et al., 1998). De hecho, se ha
descrito que la expresién de CD73 dentro del microambiente tumoral esta regulada por
el Factor de transcripcién Inducible por Hipoxia 1a (HIF-1a) y por TGF-$ (Otha, 2016).

CD73 se ha descrito como una molécula que puede promover crecimiento del tumor,
angiogeénesis, invasion y migracion (Figura 4). Ademas, su expresion no soélo esta
limitada a células del sistema inmune o células cancerosas, sino también en el rifidn,
nodulos linfaticos, pulmon, cerebro, corazén, médula ésea, entre otros (Ghalamfarsa et
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al., 2019).

A su vez, CD39 (otro componente de la via adenosinérgica) también participa de forma
activa en varios tipos de cancer como leucemia y carcinoma de ovario correlacionando
su expresion con un peor pronéstico (Turcotte et al., 2017; Abousamra et al., 2015)

En los ultimos afos, se han incrementado los reportes que apuntan hacia la via
adenosinérgica como un actor relevante en el cancer (Huang et al., 2018). En este
sentido, la Ado ejerce sus funciones mediante su interaccidn con receptores especificos
(ARs: A1, A2A, A2B y A3) acoplados a proteinas G y dispuestos en la membrana de las
células blanco (Fredholm et al., 2001; Vaupel y Multhoff, 2016). Se ha reportado que
altas concentraciones de Ado (10-100 pM), generadas en el microambiente tumoral
hipdxico, pueden ejercer efectos importantes en el huésped: por un lado, suprimiendo la
funcién efectora de linfocitos T citotoxicos CD8 + (LTC), células NK, células dendriticas
entre otras; y, por otro, participando en la promocion del crecimiento tumoral al inducir
proliferacion, evasion de la respuesta inmune, invasion y metastasis de las células
tumorales.

En referencia a los receptores de adenosina, se sabe que son importantes para el
proceso de cancer. Aunque el rol de cada uno, es controversial porque no se comportan
de la misma forma. Por ejemplo, recientemente se reporté que A1 esta asociado con
actividad anti tumoral para evitar el desarrollo de glioblastoma. A2A a su vez estimula en
distintos tipos de cancer (melanoma, pulmoén y mama) la proliferacion por la supresion
de la respuesta inmune. El A2B promueve el desarrollo del tumor mediante la regulacion
de angiogenina. Finalmente, el A3 esta sobre expresado en células de cancer cuando se
compara con las células normales (Gorain et al., 2019). Sin embargo, sus roles
especificos aun no estan del todo esclarecidos.

En cuanto a la expresion de la ectonucleotidasa CD73 en las células tumorales de CaCU,
se ha reportado que puede estar asociada con la presencia de infeccién por VPH-AR,
permitiendo a las células tener una alta capacidad de suprimir la proliferacién, activacion
y funciones efectoras de linfocitos T citotdxicos a través de la generacién de Ado (Mora-
Garcia et al., 2017; Garcia-Rocha et al., 2018). No obstante, se desconoce el papel de
esta via en la promocion de las actividades pro-tumorales de las células de CaCU.
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Figura 4. Efecto de los componentes de la Via Adenosinérgica sobre la célula tumoral. Tomado y modificado de:
Antonioli et al., 2014.

1.5 MICROAMBIENTE TUMORAL EN CaCU

Bajo un microambiente tumoral hipdxico, las células tumorales pueden adaptarse, debido
a la expresion de Factores Inducibles por Hipoxia (principalmente HIF-1a y HIF-1B), los
cuales promueven la progresion del tumor a través de la induccion de genes asociados
con la migracién e invasion celular (Méndez et al., 2010). Entre estos genes, se
encuentran aquellos relacionados con la transicion epitelio-mesénquima (TEM) de las
células tumorales (Kabashima-Niibe et al., 2013).

1.6 HIPOXIA

La hipoxia se entiende como la condicidén en la que las células de un organismo tienen
poca disponibilidad de oxigeno. Es frecuente encontrar este fendbmeno en algunas
patologias como el cancer. Sin embargo, también esta presente en procesos biolégicos
como el envejecimiento y la senescencia celular (Philip et al., 2013; Alique et al., 2020).

Se han descrito dos formas en las que la hipoxia se manifiesta en las células. La primera
se conoce como Hipoxia Transitoria 0 aguda caracterizada por una exposicién temporal
(segundos a pocos minutos) a niveles variantes de O2. Por otro lado, la hipoxia crénica
se da cuando las células son expuestas a niveles distintos de oxigeno durante algunos
minutos, unas horas o incluso mas tiempo (Semenza, 2000).

En un tumor soélido se pueden distinguir distintas regiones de células expuestas a
diferentes concentraciones de oxigeno: normoxia, hipoxia y necrosis, por lo que el
comportamiento de las células puede cambiar en estas condiciones fisiolégicas
diferentes.

Cuando la hipoxia esta presente en las células, generalmente mueren. Sin embargo, la
baja concentracion de oxigeno en células tumorales puede ser considerada como un



mecanismo de seleccion porque posibilita a algunas células a resistir bajo condiciones
de escasos nutrientes y poco oxigeno (Vaupel and Harrison, 2004).

Por lo tanto, la hipoxia provoca que las células respondan a esta condicion. Distintas
respuestas se han observado cuando las células estan sometidas a baja concentracion
de oxigeno, como por ejemplo el inicio del arresto celular, diferenciacion, necrosis y
apoptosis (Lee and Lin, 2017), pero también podria estimular el crecimiento del tumor, la
invasion y la metastasis (Vaupel and Harrison, 2004).

Las células son sensibles a diversos estimulos provenientes de su microambiente, pues
se ha demostrado que tienen la capacidad de detectar el oxigeno (Semenza, 2010)

El oxigeno es un elemento fundamental para las funciones biolégicas de las células.
Cuando los niveles oxigeno estan en 40 mmHg se consideran valores normales. La
hipoxia en un tumor oscila entre 0-20 mmHg de oxigeno (Vaupel et al., 1989).

La figura 5, representa un tumor hipdxico y las condiciones de oxigeno a las que estan
expuestas las células que lo conforman.
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Figura 5. Representacion de un tumor hipéxico. Tomado y modificado de: Al et al., 2019



1.6.1 FACTOR INDUCIBLE POR HIPOXIA (HIF)

Cuando las células estan expuestas a condiciones de hipoxia, pueden adaptarse
mediante elementos de respuesta a Hipoxia. Esta adaptacion es desencadenada gracias
al Factor de Transcripcion conocido como HIF-1. HIF-1 es un heterodimero conformado
por la subunidad a (HIF-1a) y la subunidad 13 (HIF-1B). En condiciones de normoxia, es
decir, niveles normales de oxigeno, la subunidad a es degradada por sefalizacion de
ubiquitina por lo que se impide su traslocacion al nucleo celular. Sin embargo, en
condiciones de hipoxia se activa una via de inhibicion de degradacion por lo que se
permite su unién a la subunidad B para formar el heterodimero y de esta forma
traslocarse al nucleo celular y favorecer la transcripcion de varios genes con distintas
funciones. La subunidad a esta codificada por un gen localizado en el cromosoma
14q23.2 y posee un total de 16 exones. A este Factor también se le conoce como MOP1,
PASDS8, bHLHe78 (Gene NCBI, 2020)

Por lo tanto, HIF es el resultado de la respuesta molecular desencadenada por el
estimulo de bajo oxigeno. HIF-1 se encuentra en células nucleadas (Majmundar et al.,
2010), esta sobre expresado en células tumorales (Weidemann and Johnson, 2008;
Robinson et al., 2017), ademas de estar presente en leucocitos (Wiener et al., 1996).
Mientras que HIF-2 esta fuertemente expresado en Macrofagos Asociados a Tumor
(Talks et al., 2000), y el ARNm se halla principalmente en corazén, pulmon, placenta y
rindn (Tian et al., 1997; Flamme et al., 1997). Finalmente, se sabe de la expresion de
HIF-3 en células epiteliales alveolares pulmonares (Li et al., 2006) y en conjunto con HIF-
2a son hallados en células endoteliales vasculares, renales, hepaticas y algunas
mieloides (Bertout et al., 2008).

En cuanto a la degradacién de HIF-1qa, se sabe que es activada por VHL y mediada por
ubiquitina. Cuando se bloquea la senal de degradacion, HIF-1a e HIF-1B (también
conocido como ARNT (Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator) se unen para
translocarse al nucleo para formar un heterodimero constituyendo la forma activa de HIF-
1, resultando en una regulacién de diferentes genes de manera directa o indirecta
(Zimma and Kurpisz, 2015; Goda and Kanai, 2012; Semenza, 2012). Por otro lado, se
cree que HIF-2a podria estar regulando otros procesos como la troncalidad mas que la
regulacion que ejerce HIF 1.

Esta reportado que HIF podria estimular la expresion de la proteina survivina e inhibir la
expresion de Bid (miembro de la familia Bcl-2), una proteina pro-apoptética.

En este sentido, si bien es cierto, el oxigeno es un regulador clave del HIF-1a se han
reportado otros factores que son importantes en la regulacién de este Factor de
Transcripcién, como por ejemplo los oncogenes (Fraga et al., 2009).

Ademas de su rol en cancer, HIF-1a se ha relacionado con otros procesos bioldgicos,
como por ejemplo el envejecimiento y senescencia celular. Se ha reportado, que los
HIF s estan conservados evolutivamente y son fundamentales para la regulacion de los
niveles de oxigeno.
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Cuando las células se encuentran a baja concentracion de oxigeno, pueden ser
arrestadas en el ciclo celular de manera transitoria y, por lo tanto, reducen su consumo
energético. Ademas, son capaces de secretar factores pro-angiogénicos y de
supervivencia que podrian considerarse como una forma de adaptacion a la condicién
hipoxia a la que estan sometidas (Majmundar et al., 2010).

Por lo que, en condiciones hipdxicas, las células comienzan a experimentar una serie de
cambios los cuales incluyen una activacion de oncogenes, aumento en la
vascularizacién, aumento en el transporte de glucosa (Gleadle and Ratcliffe, 1997)

En cuanto a la regulacion de los HIF's, se han descrito enzimas con dominio Prolil
hidrolasas llamadas en su conjunto PHDs (Prolyl Hydroxylases Domain) las cuales se
encargan de modular a HIF (Watts and Wamsley, 2019).

En la figura 6 se aprecia la via de regulacion celular de los HIF's en condiciones de
normoxia e hipoxia.
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Figura 6. Regulacion de HIF’s en Normoxia e Hipoxia. Tomada y modificada de: Welden et al., 2017. HRE: Elementos de
Respuesta a Hipoxia.
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1.7 TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMA (TEM)

El surgimiento de este término se remonta a los afios 1960s, en donde la investigadora
Elizabeth Hay observé una serie de cambios que experimentaban las células durante la
etapa embrionaria (Hay, 2005).

Este proceso podria considerarse como una capacitacion para que las ceélulas logren
adquirir capacidades migratorias e invasivas.

En afos posteriores a su descripcion, la Transicion Epitelio-Mesénquima (TEM) se ha
estudiado bajo diversas perspectivas, pues se le ha relacionado con varios procesos
como fibrosis, inflamacion, regeneracion de tejidos, cierre de heridas, inflamacion,
inmunosupresion y la quimioresistencia.

Posterior a este hallazgo, se comenzo a estudiar este proceso y ahora se sabe que la
TEM es un fendmeno bioldgico en el cual las células comienzan a experimentar una serie
de cambios. Se caracteriza por la pérdida en la expresion de marcadores epiteliales tales
como E-cadherina; la adquisicion de proteinas tipicas de células mesenquimales, como
la vimentina, N-cadherina y fibronectina; la produccion de componentes de matriz
extracelular (Gavert y Ben-Ze’ev, 2008); aumento en la produccién de metaloproteasas;
reorganizacion del citoesqueleto mediada por Rho GTPasas pequefas. Ademas, una de
las caracteristicas distintivas de este fendmeno es la pérdida de la polaridad celular en
donde pasan de poseer una polaridad apical-basal que es importante para mantener la
comunicacién celular y formar de manera adecuada el tejido al cual pertenecen y
permiten su adherencia a la matriz extracelular (Troncoso et al., 2017), adquiriendo a su
vez, una polaridad enfrente-atras misma que le ayuda al proceso de migracion.

Por otro lado, la TEM no solamente se genera en situaciones fisiologicas como el
desarrollo embrionario, o el proceso de migracién celular para la reparacion de heridas,
sino que también se ha observado este fendmeno durante procesos patoldgicos como el
cancer y fibrosis (Thiery, 2002; Ye & Weinberg, 2015).

En este contexto, se ha reportado que en células epiteliales pulmonares humanas que
estan expuestas a experimentar fibrosis, al ser sometidas a un tratamiento con un
agonista del receptor A2BR sufrieron una transformacion parcial de TEM sugiriendo de
esta manera que este receptor es un participante en la regulacion de este proceso
(Giacomelli et al., 2018).

Por todo esto, es necesario conocer a profundidad el proceso de la TEM. Actualmente,
se ha descrito que la TEM se da en tres pasos (Figura 7): 1) Células no migratorias, 2)
Células pre-migratorias 3) Células migratorias (Troncoso et al., 2017).

La primera etapa consiste en cambios en la polaridad de la célula representados
principalmente por pérdidas en las uniones célula-célula. Confiriendo la preparacién
necesaria para realizar la migracion.

En la segunda etapa, las células han perdido (aunque no totalmente) proteinas como E-
cadherina, claudinas y ocludinas y al mismo tiempo comienza la adquisicion de la
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isoforma N de la cadherina, vimentina y metaloproteasas (Nieto, 2011). Ademas, se ha
observado que algunos Factores de Transcripcion son importantes en esta etapa como
Snail, ZEB y bHLH y estos son activados por la via de sefializacion dependiente de las
proteinas SMAD por la accién de TGF-B (Franci et al., 2006; Postigo, 2003).

Respecto a esto, nuestro grupo de trabajo reporté recientemente un mecanismo
autécrino de producciéon de TGF-B por parte de las células tumorales. Este mecanismo
consiste en que la Ado producida en el espacio extracelular por accion de las
ectoenzimas CD39 y CD73 es captada por los receptores A2AR y A2BR (hallados en la
célula tumoral de CaCU) los cuales, a su vez, promueven la secrecion de TGF- (8 al
espacio extracelular. Luego, el TGF-f3 se une a su receptor en la misma célula induciendo
la expresién de la ectoenzima CD73 (Garcia-Rocha et al., 2018)

Finalmente, la tercera etapa permite que las células se vuelvan migratorias, a la vez que
adquieren la capacidad de invadir e ir a sitios nuevos para formar nichos metastasicos.

Pérdida de
polaridad apical- -

basal

mg

Figura 7. Fendmeno de Transicion Epitelio-Mesénquima (TEM). Tomado y modificado de: Lépez-Cabrera, 2014.

Por lo tanto, resulta de interés estudiar los factores que influyen en el proceso de la TEM
para lograr un mejor entendimiento sobre la metastasis. Por ello, tras diversos estudios,
se ha relacionado al HIF con el fenbmeno de la TEM.
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1.8 ANTECEDENTES

Existen reportes en la literatura en donde se detecta hipoxia a través de HIF-1a (Daster
et al., 2016) y a su vez como este Factor tiene influencia sobre la expresion de proteinas
relacionadas con la TEM (Zhu et al., 2018). De acuerdo con un reporte realizado por un
grupo de investigacion de China, se muestra que, usando células de cancer de vejiga
con metastasis a pulmén, la expresion elevada de HIF-1a induce la expresion de ZEB1
(uno de los reguladores principales de la TEM) lo cual, a su vez, provoca el incremento
en la expresion de Vimentina y N-cadherina (Zhu et al., 2018) proteinas importantes en
la Transicion.

En este contexto se sabe que la condicidn de hipoxia por si sola genera un ambiente
adecuado para que las células tengan la capacidad de sobrevivir, asi como de invadir y
colonizar otros sitios del organismo (Muz et al., 2015).

Por otro lado, esta bien descrito que CD73 es una molécula que esta vinculada a un mal
pronostico en varios tipos de cancer. De hecho, la activaciéon transcripcional de CD73
dentro del microambiente tumoral parece estar regulada por HIF-1a (Synnestvedt et al,
2002) y la presencia de factores inmunosupresores como el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-) que se ha demostrado que estabiliza a HIF-1a (McMahon et
al, 2006). Esta asociacion se ha visto que puede tener un efecto notable en el proceso
de Transicion Epitelio Mesénquima. En células de cancer de ovario, se ha visto que la
desregulacion del gen de CD3 resulta en una baja de la expresiéon de genes claves en la
TEM como SNAIL1, TWIST1 y ZEB1 (Lupia et al., 2018). Ademas de estos hallazgos,
este mismo grupo de investigacion observo que la ablacién de CD73 tuvo un efecto en
el fenotipo mesenquimal de las células permitiendo una disminucion de N-cadherina y
vimentina y un aumento de E-cadherina.

Tras un reporte en células de cancer gastrico, se observo que la sobre expresioén de
CD73 repercute en la presencia de algunas moléculas importantes de la TEM como B-
catenina, Snail, Vimentina las cuales aumentan su expresién, mientras que la proteina
E-cadherina disminuye (Xu et al., 2020)

14



1.9 CULTIVOS CELULARES EN 3D COMO MODELO PARA ESTUDIAR EL CANCER

Debido a la problematica de salud que representa el cancer, se han buscado estrategias
experimentales que permitan estudiar este fendmeno de mejor manera. En ese contexto,
con el propdsito de simular las condiciones in vivo de un tumor se han utilizado modelos
de cultivo en 3D los cuales confieren una ventaja fundamental respecto a los cultivos
convencionales de 2D (los cultivos crecidos en monocapa); que es la de mimetizar las
condiciones complejas que se generan en un tumor in vivo.

Entre los cultivos celulares en 3D, se encuentra el modelo de esferoide. Los esferoides
estan basados en la agregacion celular y se consideran cultivos con alto rendimiento
pues se puede obtener una alta cantidad de esferoides y la mayoria de las técnicas para
realizarlos son de bajo costo (Breslin and O Driscoll, 2013; Ricci et al., 2013). La Figura
8 esquematiza un esferoide de células tumorales (o bien Tumoresfera), asi como la
exposicion diferencial de las células a nutrientes y oxigeno en funcién de su ubicacién
en este tipo de cultivo celular.

Figura 8. Esquema de una Tumoresfera. Se muestran las distintas condiciones de oxigeno, metabolitos, nutrientes
y catabolitos. Tomado de: Tevis et al., 2017.

15



Diversos grupos de investigacion han utilizado este modelo de cultivo para células
tumorales. Daster et al., en el 2016 generaron esferoides usando una linea celular de
cancer colorrectal denominada HT29. Ademas, mantuvieron las células en cultivo a
diferentes tiempos, detectando condiciones hipdxicas en esferoides cuyo tamano era
mayor a 200 um, demostrando que en los esferoides se genera hipoxia.

En CaCU también se ha reportado la generacién de esferoides usando las lineas
celulares SiHa, CaSki, HeLa y C33A (Ortiz-Sanchez et al., 2016).

Dadas las condiciones teodricas reportadas en la TE, resulta de interés usar esta
estructura como modelo para estudiar la participacion de la via adenosinérgica en la
induccion de genes relacionados con la TEM usando un modelo en 3D.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En un modelo de Tumoresferas (TE) de células tumorales de CaCU, ¢ qué papel juega
la via CD73-Ado en la induccién de genes relacionados con la TEM?

3. HIPOTESIS

Se sabe que la via CD73-Ado en el microambiente tumoral juega un papel importante en
la promocion de actividades pro-tumorales tales como la transicion epitelio mesénquima
(TEM) que conduce a la migracion e invasiéon de las células tumorales. Asimismo, se
sabe que la activaciéon transcripcional de CD73 esta regulada por HIF-1a y factores
inmunosupresores como el TGF-B. Por otro lado, se ha reportado que el cultivo de
células tumorales en TE genera condiciones similares a las de un microambiente tumoral.
Por tanto, se espera que células tumorales de CaCU cultivadas en TE, incrementen la
activacion transcripcional de CD73 via HIF-1a y TGF- y favorezcan la induccién de
genes relacionados con la TEM.

4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

» Analizar la participacion de la via CD73-Ado en la induccién de genes
relacionados con la TEM en células de CaCU cultivadas en TE.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES
» Determinar la expresion de CD73 y ARs en las células de CaCU cultivadas en TE.
» Analizar la actividad de la via CD73-Ado en las células de CaCU cultivadas en TE.

» Analizar la participacion de la via CD73-Ado en la induccién de genes
relacionados con la TEM (Snail-1 y Twist-1) en las células de CaCU cultivadas en
TE.

» Determinar la expresion de HIF-1a en las células tumorales de CaCU cultivadas
en TE.

» Determinar la produccién de TGF-f de las células tumorales de CaCU cultivadas
en TE.
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18] . METODOLOGIA

5.1 Cultivo celular: Se utilizé la linea celular de CaCU, CaSki (VPH-16+, CD73+) la cual
fue preparada de la siguiente manera: Se descongeld un vial de células CaSki (ATCC
CRL-1550) y se sembraron en cajas de cultivo (Corning, USA) usando medio de cultivo
RPMI (Sigma Aldrich, USA) suplementado con suero fetal de bovino (SFB) Gibco BRL
(Life Technologies) al 10%. Ademas, se anadié al medio de cultivo 100 U/mL de
penicilina, 100 pyg/mL de estreptomicina y se mantuvieron en condiciones de esterilidad,
a 37°C con 5% de CO2 en un ambiente de humedad saturante con ayuda de una
incubadora (ThermoScientific, USA).

5.2 Generacion de TE. De acuerdo con lo reportado por Ma et al, células de cancer las
cuales se someten a una serie de resiembras cuando son cultivadas en TE, conservan
la capacidad de formacién de esferas al mismo tiempo que adquieren la habilidad de
formar colonias (Ma et al., 2020). Basado en este método se utilizaron las células CaSki
para este procedimiento. Se partié de la siembra en cultivo en Monocapa de las células
CaSki las cuales después de que hubieron alcanzado el 80% de confluencia se
despegaron con 4 ml de una solucién de tripsina-verseno. Se dejaron incubar por 5
minutos y pasado este tiempo se colectaron las células en un tubo de 50 ml para su
centrifugacion a 2500 rpm durante 5 min. Posteriormente se contaron con la camara de
New Bauer y se sembraron un total de 10,000 células/pozo en placas de 6 pozos de ultra
baja adherencia en donde permanecieron con medio Opti-Mem durante tres semanas
pasando por una resiembra semanal. Terminadas las tres semanas, se procedid a
disgregar las células para contarlas y hacer los calculos pertinentes para preparar una
solucion con RPMI y suplementos (penicilina, estreptomicina, anfotericina 'y 10% SFB)
cuya conformacion fuera de 5 células/ml para realizar una dilucién limitante en placas de
96 pozos de fondo U. Se colocaron 100 ul de medio en cada pozo y se comprobd si en
algunos pozos quedd solo una célula para obtener clonas. Las células permanecieron
durante 14 dias en la placa y al finalizar este tiempo se procedid a hacer un pool de las
clonas. Finalmente se tomaron de estas clonas y se cultivaron en placas de ultra baja
adherencia y se dejaron 14 dias mas en cultivo con el fin de seleccionar a las células que
proliferaron bajo estas condiciones, para utilizarlas en los experimentos
correspondientes.
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5.3 Determinacion de CD73y ARs

La expresion de CD73 y de los ARs fue determinada mediante citometria de flujo y RT-
PCR en las células tumorales cultivadas en MC y TE. Para los ensayos de citometria de
flujo se utilizaron los anticuerpos monoclonales especificos anti-CD73-PE (Pharmingen),
anti-A1 (Novus), anti-A2A-PE (Novus), anti-A2B (Novus), anti-A3 (Novus) y Anticuerpo
secundario FITC Goat anti-mouse. Para cada determinacion se analizaron 10,000
eventos en un citometro BD FACS Aria Il Cell Sorter, (BD, USA) con el fin de obtener la
Intensidad Media de Fluorescencia (IMF).

5.4 Determinacion de la actividad enzimética de CD73 por Cromatografia de Capa
Fina

CD73 es una ectoenzima expresada en la membrana celular anclada mediante un
Glicosil Fosfatidil Inositol (GPI), la cual se distingue por ser la principal enzima en
convertir el AMP en Adenosina (Ado). La Ado es fundamental para determinar su
actividad enzimatica.

Para realizar el analisis de la actividad catalitica de la ectoenzima CD73, 1x10° células
CaSki cultivadas en MC o TE fueron incubadas en presencia de 5mM de AMP en medio
Optimem, libre de SFB durante 6 h. Posteriormente, se procedié a cargar 1 pul de muestra
del sobrenadante de cada cultivo en placas fluorescentes recubiertas con gel (Whatman,
GE Healthcare, Freiburg, Alemania). La elucion de las muestras se realizé durante 1 hora
empleando como fase movil una mezcla compuesta por isobutanol: alcohol isoamilico:
etoxietanol: agua amonio: en una relacion 9: 6: 18: 9: 15 (Stagg et al., 2010; Grunewald
and Ridley, 2010). Los controles de carga fueron AMP, Ado e Ino (Sigma-Aldrich, CA,
USA) a una concentraciéon de 5mM. Por ultimo, los compuestos se visualizaron y
fotografiaron con ayuda de un transiluminador UV (UVP Bio-H System, Upland, CA,
USA).

5.5 Expresion de marcadores de la Transicion Epitelio-Mesénquima (TEM)

La expresion de los marcadores de la TEM, Snail1 y Twist1, en las células tumorales
CaSki derivados de los cultivos en MC o TE se determiné mediante RT-PCR.

Inicialmente, se hizo la extraccion del ARN de las células CaSki cultivadas en monocapa
(MC). Las células fueron lavadas con PBS y posteriormente se adicioné 1 ml de Trizol,
se dejé reposar durante 5min y posteriormente se resuspendid suavemente,
posteriormente el contenido se colocé en un tubo eppendorf. Para extraer el ARN de las
células, se procedié a agregar 500 ul de cloroformo agitando durante 15 segundos y

19



dejando incubar de 2-3 minutos a temperatura ambiente y centrifugando a 12,000 rpm
durante 15 min a una temperatura de 4°C, en una ultra-centrifuga (Eppendorf, USA).
Posteriormente, se colecté la fase acuosa que contiene el ARN y se agregé 1 ml de
isopropanol para que el ARN precipitara y se mezclé ligeramente. Después se incubo 10
minutos a temperatura ambiente. Terminado ese tiempo, se procedié a centrifugar a
10,000 rpm por 10 minutos a temperatura de 4°C. Luego, se desech¢ el sobrenadante y
se agregd 1 ml de etanol al 75%. Se agito ligeramente y se centrifugé a 7500 rpm por 5
minutos a una temperatura de 4°C. Posteriormente, se puso a secar el botén evitando la
deshidratacion total mediante inversion del tubo en papel absorbente. Se procedié a
disolver el ARN en agua libre de RNAsas (20-30 ul de acuerdo con el tamafio del botdn).
Finalmente, se cuantificé usando un biofotometro (Eppendorf, USA) utilizando agua milli-
Q para hacer la lectura del blanco. EI ARN fue tomado en un volumen de 3 pl y fue
disuelto en 300 ul de agua milli-Q para su cuantificacion en el equipo.

Para extraer el ARN de las células del cultivo en TE, se realizdé el mismo procedimiento
que con las células en MC a excepcioén de la forma en que se disgregaron. Para lo cual
se hizo de la siguiente manera: se tomo cuidadosamente el medio de cultivo de las placas
de ultra baja adherencia el cual contenia a las TE y se coloc6é en un tubo de 50 ml.
Posteriormente, con ayuda de verseno se pusieron a incubar por 5 min. Pasado este
tiempo se disgregaron mecanicamente con una micropipeta y se centrifugaron a 2 500
rom por 5 min. Luego que se formo el botdn celular, se decantd el sobrenadante y se
resuspendio con el reactivo Trizol para continuar con el procedimiento de extraccién de
ARN, como se describi6 arriba.

Retrotranscripcion (RT)

Para realizar el proceso de Retrotranscripcion (RT) se utilizaron 500 ng del ARN
previamente extraido y cuantificado. Esta cantidad fue contemplada por cada 20 pl de
reaccion. Con ayuda del kit High Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems, California,
USA) se hizo lo siguiente: en un tubo para PCR se preparé la mezcla con 10 ul de buffer
RT 2X, 1 yl de Enzyme Mix RT 20X, 7 ul de agua libre de nucleasas y 2 pl de la muestra
bioldgica de interés manteniendo todo el tiempo los reactivos a una temperatura de 4°C.
Se centrifugaron los tubos con las muestras para eliminar el aire y que el liquido del tubo
se quedara solo en la parte baja.

La reaccion de RT se hizo a una temperatura de 37°C por 60 min, luego a 95°C durante
5 min y finalmente se llevo a 4°C. Luego se almacend en ultracongelacion hasta su uso.
Los oligonucledtidos utilizados en la RT-PCR fueron los siguientes: Snail 1 sentido
5ATCTCCGGAGGTGGGATG 3, anti-sentido 5GCTGCAGGACTCTAATCCAGAZ;
Twist 1 sentido 5 GGCCAGTTTGATCCCAGTATT 3, anti-sentido &’
GGCATCACTATGGACTTTCTCTATT 3’; H6PD sentido 5 CCCAGTGCTTTTCGCTCT
3’, anti-sentido 5° GCTACGCTCGGATCTTGTTC 3'.
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5.6 Determinacidon de HIF-1a. La expresion de ARNm de HIF-1a en las células CaSki
derivadas de TE y cultivadas en monocapa se determind mediante RT-PCR. Una vez
obtenido el cDNA proveniente de la RT, se determind la expresion de HIF-1a empleando
los oligonucledtidos: HIF-1a sentido 5 TTTTCAAGCAGTAGGAATTGGA 3’ antisentido
5 GTGATGTAGTAGCTGCATGATCG 3’ y los oligos para el gen constitutivo B-actina,
sentido 5 GGGTCAGAAGGATTCCTATG 3, antisentido 5
GGTCTCAAACATGATCTGGG 3'. Para la amplificacion de estos genes se utilizé cel kit
PCR Master Mix (Promega, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El
programa de amplificacion consistié de un total de 35 ciclos compuestos por la siguiente
secuencia cada uno de ellos:

—

94 °C — Iniciacidon 5 min

)
2) 95 °C — desnaturalizacion 30 seg
3) 59 °C — alineamiento 1 min
4) 72 °C — elongacion 1 min 30 seg
5) 72 °C — elongacion 10 min
6) 22 °C — enfriamiento

Posteriormente, una vez obtenidos los productos de amplificacion se procedié a correr
las muestras en un gel de agarosa al 3% en una camara de electroforesis. El gel fue
tefido con Gel red ®. Cada muestra fue cargada colocando 2 pl de buffer de cargay 5
pl de la muestra con los respectivos controles. Ademas, fueron utilizados 5 pl los
marcadores de tamafo molecular DNA Ladder RTU (Cleaver Scientific, UK) para el
primer carril. La camara de electroforesis fue llenada con buffer de corrida preparado a
1X. Se mantuvo el corrimiento de 80-120 V hasta que las muestras se separaron en el
gel. Luego, el gel fue visualizado con ayuda de un transiluminador de luz UV ® (UVP,
Germany) y fotografiado para realizar el analisis densitométrico empleando el software
Image J ® (NIH, USA).

5.7 Determinacion de TGF-4. Para determinar la produccion de TGF-f por las células
tumorales de CaCU, 1x10° células CaSki cultivadas en MC o TE fueron subcultivadas
durante 24 hrs con medio OptiMEM en ausencia de SFB. Posteriormente, se tomaron
muestras de los sobrenadantes para determinar los contenidos de TGF- mediante la
técnica de ELISA utilizando el kit Quantikine de TGF-B1 humano (R&D Systems) de
acuerdo con el protocolo del fabricante.

Brevemente, la preparacion de la placa se realizé de la siguiente manera. Se hizo una
dilucién del anticuerpo de captura en PBS sin proteina trasportadora. Inmediatamente
después se colocaron en la placa 100 pl del anticuerpo de captura diluido en cada pozo.
Se tapo la placa y se dej6 incubando a temperatura ambiente durante toda la noche. Al
dia siguiente, se hizo una aspiracion del sobrenadante de cada pocillo y se lavd 3 veces
con 400 ul de wash buffer. Posteriormente, se hizo el bloqueo de los pozos con 300 pl
de buffer de bloqueo incubando por 1 hora a temperatura ambiente. Se realiz6 la
aspiracion del sobrenadante para poder agregar las muestras de los cultivos.
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Una vez preparada la placa de 96 pozos se colocaron los sobrenadantes de los cultivos
de células CaSki (MC y TE) en el reactivo diluyente en un volumen total de 100 ul por
pozo, luego se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente. Se hizo un lavado con
wash buffer y se aspird el sobrenadante para posteriormente incubar con 100 ul de la
solucion de Streptavidin HRP-B durante 20 minutos protegido de la luz a temperatura
ambiente.

Luego se realizé un lavado con wash buffer, aspirando el sobrenadante. Posteriormente
se afadieron 100 ul de sustrato a cada pozo dejando en incubacidon durante 20 minutos
en oscuridad a temperatura ambiente. Terminado el tiempo se afadieron 50 pl de
solucién stop proporcionada por el proveedor.

Inmediatamente después, se determiné la densidad 6ptica de cada pozo con la ayuda
de un lector de placas a una longitud de 450 nm.

5.8 Anadlisis estadistico. Los resultados se expresaron como la media £ desviacion
estandar. Se utilizé la prueba t de Student para realizar comparaciones utilizando el
software SPSS, version 12.1 (SPSS, Inc., Chicago, IL, EE. UU.). P <0.05 fue considerado
para indicar una diferencia estadisticamente significativa.
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6. RESULTADOS

6.1 GENERACION DE TE A PARTIR DE CELULAS TUMORALES DE CaCU

Las células CaSki de CaCU, se conocen por tener una gran capacidad de proliferacion
al ser sembradas bajo condiciones adherentes en cultivo en MC. Para obtener las TE,
las células CaSki fueron cultivadas a baja densidad, 1x10* células en placas de 6 pozos
de ultra-baja adherencia, y resembradas semanalmente durante tres 3 ocasiones.
Finalmente se hizo cultivo por dilucion limitante y las clonas seleccionadas fueron
cultivadas nuevamente en las placas de ultra-baja adherencia y resembradas dos veces
antes de llevar a cabo los objetivos experimentales. En la figura 9 se muestran fotografias
representativas de las células CaSki cultivadas en MC a un aumento de 4X (Fig. 9A) y
10X (Fig. 9B). Asimismo, se muestran las TE generadas por las clonas obtenidas por
dilucién limitante, después de 14 dias de cultivo, a un aumento de 4X (Fig. 9C) y 10X
(Fig. 9D). Las estructuras compactas de las TE formadas por las células CaSki bajo
nuestras condiciones de cultivo son muy similares a las reportadas por Daster et al., 2016
y Ortiz-Sanchez et al., 2016 con células de cancer colorectal y CaCU, respectivamente.

Figura 9. Células CaSki cultivadas en Monocapa y Tumoresferas. Se muestran fotografias de células CaSki cultivadas
en MC en aumento a 4 X (A) y 10 X (B), respectivamente. Células CaSki seleccionadas mediante cultivos seriados en
TE, dilucién limitante y TE de 14 dias en cultivo son mostradas a 4 X (C) y 10 X (D), respectivamente.
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6.2 CELULAS TUMORALES DE CaCU CULTIVADAS EN TE MUESTRAN
MAYOR EXPRESION DE CD73 Y ARs EN RELACION A LAS CELULAS
CULTIVADAS EN MC

Es conocido que la activacion transcripcional de CD73 dentro del microambiente tumoral
esta influenciada por las condiciones hipéxicas que prevalecen en este
lugar (Synnestved et al., 2002). Tomando en cuenta que en el interior de las TE las
condiciones de hipoxia incrementan notablemente (Daster et al., en el 2016), se procedio
a analizar la expresion de CD73 en las células CaSki cultivadas en TE y compararla con
la mostrada por las células cultivadas en MC. Mediante citometria de flujo se detectd un
incremento importante en la expresidon de CD73 en las células cultivadas en TE
(IMF=15507) respecto a las cultivadas en MC (IMF=8976) (Figura 10). El incremento en
la expresion de la proteina CD73 también correspondié con el incremento en la expresion
de RNAm para esta molécula en las células tumorales CaSki cultivadas en TE. A través
del analisis de la expresion de RNAm de CD73 mediante RT-PCR se encontré una
expresion relativa de CD73/H6PD de 3.5 en las células obtenidas de TE y de 1 en las
células cultivadas en MC (Figura 11). Lo cual indica que la condicién de cultivo de las
células CaSki en TE favorece el incremento en la expresion de CD73 en las células
tumorales.

A Muestra IMF
| TE-CD73 | 15507
| MC-CD73 | 8976
: '. TE-AF 327
o MC-AF 246

Figura 10. Expresion de CD73 en células tumorales CaSki cultivadas en MC y TE. Células CaSki cultivadas durante
14 dias en tumoresferas (TE) o en monocapa (MC) fueron analizadas por citometria de flujo para determinar la
expresion de la proteina CD73. (A) Se muestra el histograma y la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) de CD73
en células tumorales CaSki cultivadas en MC y TE. AF, Autofluorescencia. Experimento representativo de tres
realizados de manera independiente.
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Figura 11. Expresion de ARNm de CD73 en células CaSki cultivadas en MC y TE. Se muestra la expresion relativa de
ARNmM de los genes CD73/H6PD en células CaSki cultivadas durante 14 dias en tumoresferas (TE) o en monocapa
(MC). Se muestra un ensayo representativo de RT-PCR de tres realizados de manera independiente. **, Indica
diferencia significativa (p<0.001)

Por otro lado, es conocido que la expresion de los ARs y su activacion por Ado puede
promover la migracion y metastasis de las células tumorales (Shi et al., 2019; Torres et
al., 2019; Giacomelli et al., 2018. Por tanto, se procedié a analizar la expresion de A1R,
A2AR, A2BR y A3R en las células CaSki cultivadas en TE y MC. Mediante citometria de
flujo se observéd que en mas del 50% de la poblacion de las células CaSki cultivadas en
TE, se detectd alta expresion de A1R, A2BR y A3R respecto a la mostrada por las células
CaSki cultivadas en MC (Figura 12).
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Figura 12. Expresion de ARs en células tumorales CaSki cultivadas en MC y TE. Se muestran los histogramas y las
Intensidades Medias de Fluorescencia (IMF) de (A) A1R, (B) A2AR, (C) A2BR, y (D) A3R en células tumorales CaSki
cultivadas en Monocapa (MC) y Tumoresferas (TE). AF, autofluorescencia. H1, histograma de baja expresion
(lzquierda); H2, histograma de alta expresién (Derecha). Ensayo representativo de tres realizados de manera

independiente.
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6.3 CELULAS TUMORALES DE CACU CULTIVADAS EN TE HIDROLIZAN AMP DE
MANERA MAS EFICIENTE QUE LAS CELULAS CULTIVADAS EN MC

La ectonucleotidasa CD73 se caracteriza por ser la principal enzima que hidroliza AMP
para convertirla en Ado. Para analizar la actividad hidrolitica de CD73 en las células
CaSki cultivadas en TE y MC, 1x10° células cultivadas bajo estas condiciones fueron
incubadas durante 6h en presencia de 5mM de AMP y en presencia o ausencia de APCP,
inhibidor especifico de CD73. Al analizar los productos de la reacciéon en los
sobrenadantes de los cultivos celulares, se observo que las células CaSki provenientes
de cultivos en TE, mostraron mayor capacidad para hidrolizar AMP en Ado (Figura 13,
indicado con flechas). La adicion de APCP, inhibidor especifico de CD73, a las células
CaSki obtenidas bajo ambas condiciones de cultivo, inhibié completamente la actividad
enzimatica de CD73.
AMP

hidrolizado

l

Ado

lIno —»

AMP ———
CaSki ++ + +
APCP + +
) L
S —

Figura 13. Actividad enzimatica de CD73 en las células CaSki cultivadas en TE y MC. Se muestran mediante cromatografia
en capa los productos de la reaccidn de la hidrdlisis de AMP en adenosina (Ado) e inosina (Ino) a través de la actividad de
CD73 presente en las células CaSki cultivadas en tumoresferas (TE) y monocapa (MC). APCP: Adenosine 5° (a,  -methylene
diphosphate). Los + indican la presencia de CaSki en el cultivo y la adicion de APCP.
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6.4 CELULAS DE CACU CULTIVADAS EN TE SOBRE-EXPRESAN EL GEN Snail EN
RELACION A LAS CULTIVADAS EN MC

Se sabe que la TEM es un proceso fundamental en las células de cancer debido a que
capacita a las células para la migracién y la invasion. Ademas, este fendmeno puede
estar regulado por distintos factores como la hipoxia o la presencia de TGF- (Muz et al.,
2015; Zavadil et al., 2005). Por ello, en este estudio mediante un modelo de TE, se
decidié evaluar la expresion de Factores de Transcripcion maestros de la TEM, tales
como Snail y Twist.

La expresién de los genes Twist y Snail se analizé mediante RT-PCR en células CaSki
cultivadas durante 14 dias ya sea en TE o en MC. La expresion relativa de Twist/H6PD
se redujo notablemente en las células CaSki cultivadas en TE en relacion a las células
cultivadas en MC, no obstante, la expresion relativa de Snail/H6PD incrementd
aproximadamente 15 veces en las células CaSki cultivadas en TE respecto a las
cultivadas en MC (Figura 14).
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Figura 14. Expresion de Factores de Transcripcion asociados con la TEM en las células CaSki cultivadas en TE y MC.
Se muestran las graficas con de la expresion relativa de los genes Twist/H6PD (A) y Snail/H6PD (B) en las células
CaSki cultivadas en Monocapa (MC) o Tumoresferas (TE).
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6.5 CELULAS TUMORALES DE CaCU CULTIVADAS EN TE MUESTRAN SIMILAR
EXPRESION DE HIF-1a Y PRODUCEN GRANDES CANTIDADES DE TGF-.

Se ha reportado que la induccion de la TEM en células tumorales esta fuertemente
asociada tanto con la expresion de HIF-1a (Daster et al., 2016) , como con el incremento
en la expresion de Snail y la sefializacién de TGF-§ (Lee et al., 2020). Con la finalidad
de averiguar si la expresiéon de HIF-1a y la produccién de TGF-p estaban asociadas con
el incremento en la expresion de Snail en las células CaSki cultivadas en TE, ambas
moléculas fueron analizadas en las células CaSki cultivadas en TE y comparadas con
las cultivadas en MC. Mediante RT-PCR se encontré una expresion relativa de HIF-1a/p-
actina de manera similar entre las células cultivadas en ambas condiciones de cultivo
(Figura 15).
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Figura 15. Deteccion de HIF-1a por RT-PCR en células tumorales de CaCU cultivadas en M y TE. (A) Se muestra el
promedio de la expresion relativa de ARNm de HIF-1a/B-actina de tres ensayos realizados en células tumorales CaSki
cultivadas en Monocapa (MC) y en Tumoresferas (TE).

Por otro lado, para determinar la produccion de TGF-B en los cultivos celulares, 1x10°
células tumorales CaSki cultivadas en MC o TE fueron incubadas durante 24 horas con
medio OptiMEM en ausencia de SFB, posteriormente los contenidos de TGF-f fueron
analizados mediante ELISA. De manera interesante se observd que después de 24hrs
los sobrenadantes de las células CaSki provenientes del cultivo en TE contenian
aproximadamente el doble de la cantidad de TGF-B que los sobrenadantes derivados de
células CaSki cultivadas en MC, 80 £ 7.8 pg/ml y 40£3.9 pg/ml, respectivamente (Figura
16). Estos resultados permiten sugerir que el incremento en la expresion de Snail de las
células CaSki cultivadas en TE, se puede asociar con la mayor cantidad de TGF-3
producida por las células CaSki cultivadas bajo estas condiciones.
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Figura 16. Produccién de TGF-B de células CaSki cultivadas en MCy TE. Células CaSki (1x10°) cultivadas previamente
durante 14 dias en TE o en MC fueron cultivadas durante 24 hrs con medio OptiMEM sin SFB. Posteriormente se
analizaron los contenidos de TGF-B de los sobrenadantes mediante ELISA. Ensayo representativo de tres realizados
de manera independiente. **, indica diferencias significativas (p<0.001).
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

El CaCU es un problema importante de salud publica en México, el cual se ha
posicionado como la segunda causa de muerte por cancer en mujeres, ubicandose soélo
por debajo del Cancer de Mama (INEGI, 2018). Entre las pacientes que padecen CaCU,
la principal causa de muerte es la metastasis, por lo que resulta de gran relevancia utilizar
herramientas que permitan hacer acercamientos experimentales mas precisos para
dilucidar de forma adecuada los mecanismos que conducen a la diseminacién de las
células tumorales, asi como determinar los factores que influyen en este proceso.

En este contexto, se ha estudiado el microambiente tumoral para dilucidar los
mecanismos que condicionan a las células tumorales para adquirir propiedades que les
permiten migrar y poblar otros sitios en el huésped. Se ha sefalado a la hipoxia como
un factor del microambiente tumoral que favorece el proceso de metastasis (Semenza,
2000; Rankin et al., 2016). Actualmente, se sabe que el mecanismo principal por el cual
las células son capaces de adaptarse a esta condicion es la regulacién de factores de
transcripcion inducibles por hipoxia conocidos en conjunto como HIF-1 (Semenza, 2009).
En donde la expresién de HIF-1a es estable en un ambiente celular con reducida
disponibilidad de oxigeno con respecto a la expresion de la subunidad 18 (HIF-1B o
ARNT) (Semenza, 2001), la cual esta expresada de manera constitutiva en condiciones
normoéxicas. Ademas, este conjunto de factores se caracteriza por regular algunos genes
relacionados con diferenciacion celular, angiogénesis y metabolismo anaerdbico
(Semenza, 2012) y tiene influencia sobre la expresion de factores de transcripcion y
proteinas relacionadas con la TEM (Muz et al., 2015; Zhu et al., 2018). Por otro lado, se
ha descrito que la via CD73-Ado esta vinculada a un mal prondstico en varios tipos de
cancer debido a que participa en la supresion, proliferacién y migracion de las células
tumorales mediante la generacion de grandes cantidades de Ado (Otha, 2016). También
se sabe que la activacion transcripcional de CD73 dentro del microambiente tumoral esta
regulada por HIF-1a (Synnestvedt et al.,, 2002) y la presencia de factores
inmunosupresores como el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), que
ademas estabiliza a HIF-1a (McMahon et al., 2006). Nuestro grupo de investigacion
previamente reporté que las células tumorales de CaCU positivas a la infeccion por VPH
tienen alta expresion de CD73 en membrana y son capaces de generar grandes
cantidades de Ado (Mora-Garcia et al., 2017). Ademas, la interaccién de Ado con los
receptores A2AR y A2BR (hallados en las células tumorales de CaCU) promueve la
secrecion de TGF- B al espacio extracelular, el cual, a su vez, mantiene la expresion de
la ectoenzima CD73 (Garcia-Rocha et al., 2018). Tomando en cuenta que la activacion
transcripcional de CD73 dentro del microambiente tumoral esta influenciada por las
condiciones hipdxicas que prevalecen en este lugar (Synnestvedt et al., 2002), y que el
cultivo de células tumorales en TE puede recrear condiciones similares, tal como las de
hipoxia (Daster et al., 2016), la finalidad de este estudio fue analizar la participacion de
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la via CD73-Ado en la induccién de genes relacionados con la TEM. Utilizando el modelo
de cultivo de TE a través del cultivo seriado de células CaSki en placas de cultivo de ultra
baja adherencia y la técnica de dilucion limitante, logramos obtener TE compactas cuyas
células presentaron una expresion significativamente mayor de CD73 respecto a las
células CaSki cultivadas en MC. Ademas, se observo que en mas del 50% de las células
CaSki derivadas de TE hubo un incremento en la expresion de los receptores para
adenosina A1R, A2BR y A3R. De manera interesante, se encontré que la mayor
expresion de CD73 en las células cultivadas en TE correspondié con una mayor
capacidad de estas células para hidrolizar al nucle6tido AMP y convertirlo en Ado. Al
analizar la expresion de los genes maestros de la TEM, Snail y Twist, se encontré que
so6lo el gen Snail fue sobre-expresado en las células CaSki cultivadas en TE respecto a
las células cultivadas en MC. Dado que se ha reportado que la induccion de la TEM en
células tumorales esta fuertemente asociada, tanto con la expresion de HIF-1a (Daster
et al.,2016), como con el incremento en la expresion de Snail y la sefalizacion de TGF-
B (Lee et al., 2020), al analizar la expresion de HIF-1ay TGF-B en las células CaSki,
observamos que HIF-1a.no mostré cambios en la expresion en las células CaSki
cultivadas en TE respecto a las cultivadas en MC; sin embargo, se observé que las
células CaSki cultivadas en TE produjeron significativamente mayor cantidad de TGF-8
respecto a las cultivadas en MC. Estos resultados permiten sugerir que las células CaSki
cultivadas bajo las condiciones de TE son capaces de adquirir nuevas caracteristicas
que potencian su capacidad protumoral, como la migracion.

La generacion de TE a partir de células tumorales de CaCU ya ha sido reportada
previamente (Ortiz-Sanchez et al., 2016), encontrandose que ese sistema de cultivo
permite inducir la expresion de marcadores de troncalidad en las células tumorales, tales
como Oct-4, Sox-2 y Nanog, indicando que bajo estas condiciones de cultivo se pueden
recrear eventos que suceden en un microambiente tumoral. Por otra parte, al analizar la
importancia de HIF-1a en los procesos biolégicos como la proliferaciéon, apoptosis, ciclo
celular, invasion, asi como la muerte celular por autofagia, utilizando el cultivo de células
CaSki en camara hipoxica, se observo que bajo estas condiciones HIF-1a incrementdé en
las primeras horas de exposicion y se mantuvo constante después de las 24 hrs de
exposicion. De manera interesante, la desregulacion de este factor de transcripcion
generd un arresto mayor en G1 y G2, ademas de disminuir la fase S del ciclo celular e
inhibir la capacidad invasora de las células tumorales en Matrigel (Jiang et al., 2017). Lo
cual indica que la expresion de este factor es esencial en estos procesos bioldgicos de
las células de CaCU. En otro estudio, utilizando células de CaCU HelLaS3, una linea
celular adaptada a crecer en suspension, Jewell y colaboradores en el 2001, encontraron
que se requieren solo de 2 minutos de exposicion a hipoxia para que HIF-1a se haga
presente, alcanzando su punto maximo de expresion en el minuto 32 (Jewell et al., 2001).
Las células tumorales CaSki cultivadas bajo nuestro sistema de cultivo de TE no produjo
cambios en la expresion de HIF-1a respecto a las cultivadas en MC, por lo que los

cambios observados en la expresion de CD73, ARs y Snail en estas células pudieran
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asociarse a otros factores.

En nuestro modelo experimental de TE, esperabamos un aumento importante de la
expresion del Factor de Transcripcion HIF-1a debido a que, en el cultivo empleado aqui,
se podrian estar generando las condiciones hipéxicas como las de un tumor so6lido como
la de pocos nutrientes y poco oxigeno. Las células que se someten a escasez de
nutrientes y a hipoxia se adaptan a su entorno mediante el aumento de expresion de HIF-
1a. El hecho de no encontrar un aumento en HIF-1a puede ser explicado porque la vida
media de este Factor de Transcripcion es corta. Nuestro modelo consiste en mantener a
las células durante varios dias en la estructura de TE, por lo cual es probable que la
expresion de HIF-1a no permanezca para el momento en el que se llevan a cabo los
experimentos.

En trabajos previos con células tumorales de diferentes tipos de cancer ginecolégico,
como en el caso de cancer de ovario, se observo que estas células ademas de tener
mayor capacidad de formacion de Tumoresferas, presentan mayor expresion de CD73 y
de factores de transcripcion relacionados con la TEM como SNAIL1, SNAIL2 y TWIST2
cuando son comparadas con células de Epitelio de Trompa de Falopio (Lupia et al.,
2018). Ademas, la desregulacion del gen de CD73 resultdé en una baja expresion de
genes claves en la TEM como SNAIL1, TWIST1 y ZEB1, asi como disminucion en el
fenotipo mesenquimal de las células tumorales, permitiendo una disminucion de N-
cadherina y vimentina y un aumento de E-cadherina. (Lupia et al., 2018). En contraste,
la sobre expresion de CD73 incrementé la presencia de algunas moléculas importantes
de la TEM como B-catenina, Snail, Vimentina y la disminucion de la proteina E-cadherina
(Xu et al.,, 2020). En nuestro estudio, al analizar la expresion de los factores de
transcripcion maestros asociados con la TEM (Snail, Twist), logramos evidenciar la
sobre-expresion del gen de Snail y la desregulacion de Twist en las células cultivadas en
TE respecto a las cultivadas en MC. También corroboramos que las células cultivadas
en TE tienen mayor capacidad para hidrolizar AMP que las cultivadas en MC, y que mas
del 50% de la poblacion de las células cultivadas en TE sobre-expresaban los receptores
de Ado A1R, A2BR y A3R. Por lo que seria interesante analizar en estudios posteriores
si las células situadas en la porcion mas interna de las tumoresferas corresponden con
las que presentan mayor expresion de estos receptores y si la sefializacion de Ado a
través de alguno de estos receptores pueda influir en la expresidon de moléculas
participantes en la TEM. En este contexto, se ha observado que células epiteliales
pulmonares que son propensas a presentar fibrosis, al adquirir un fenotipo mesenquimal,
el receptor A2BR present6 una expresion 200 veces mayor cuando se comparé con A1R,
mientras que A2AR y A3R mantuvieron su expresion basal. Ademas, al realizar un
analisis morfolégico de las células se dieron cuenta de que la activacion del receptor
A2BR resulté en una TEM parcial, por lo que el A2BR puede considerarse un receptor
que participa en la adquisicion del fenotipo mesenquimal, aunque probablemente no es
el unico implicado (Giacomelli et al., 2018).

Por otro lado, la expresion de Snail se correlaciona con el grado de evolucién del tumor,
la metastasis ganglionar en varios tipos de tumores y predice un mal resultado en
pacientes con cancer metastasico. Las evidencias emergentes indican que Snail causa
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una reprogramacion metabdlica, otorga a las células tumorales rasgos similares a las de
las células madre cancerosas y, ademas, promueve la resistencia a los medicamentos,
la recurrencia del tumor y la metastasis. En nuestro estudio encontramos que en las
células CaSki cultivadas en TE este factor de transcripcion incrementé aproximadamente
15 veces respecto a las células cultivadas en MC. En este sentido, se ha reportado que
TGF-B juega un papel importante en la induccion de la TEM en las células tumorales de
diversos tipos de tumores (Zavadil et al., 2005; Kim et al., 2020), y que la sefializacién
de esta citocina sobre su receptor, incrementa la expresién del gen Snail (Wang et al.,
2013; Lee et al., 2020). En nuestro estudio encontramos que las células tumorales
cultivadas en TE producen mayores cantidades de TGF- en relacién a las cultivadas en
MC, lo que sugiere que este factor de crecimiento esta participando en la induccion de
Snail en las células cultivadas en TE.

En el afo 2010, Yin y colaboradores mostraron una evidencia experimental de que TGF-
B participa en la induccion de Snail en células de cancer de mama. Esta observacion se
hizo mediante el Factor activador de la transcripcién 3 (ATF3) el cual es activado por
TGF-B lo cual, provoca que se induzca la expresion de Snail, Slug, y Twist mejorando la
motilidad celular (Yin et al., 2010)

En conclusion, el modelo de cultivo de TE de células tumorales CaSki de CaCU permitid
evidenciar que la expresion de CD73 y de algunos ARs es inducida bajo estas
condiciones de cultivo. De manera importante se observé que tanto la produccion de
TGF- como la de Snail, también es inducida de manera importante. Indicando que este
modelo de cultivo puede ayudar a recrear algunas de las condiciones que prevalecen en
el microambiente tumoral para favorecer la progresién del tumor. No obstante, es
necesario corroborar estas evidencias de manera funcional en otras lineas celulares de
CaCuU y cotejarlas con muestras de tejido tumoral para confirmar estos hallazgos, lo cual
ayudara a tener un mayor entendimiento de la participacion de la via CD73-Ado en el
desarrollo de la TEM.
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8. CONCLUSIONES

El modelo de cultivo de TE de células tumorales CaSki de CaCU permitié evidenciar que
la expresion de CD73 y de algunos ARs es inducida bajo estas condiciones de cultivo.
Asimismo, la produccion de TGF-B1 y la induccion de Snail, también aumentd de manera
importante en las células tumorales. Por tanto, este modelo de cultivo puede ayudar a
recrear algunas de las condiciones que prevalecen en el microambiente tumoral para
favorecer la progresion del tumor. No obstante, es necesario corroborar estas evidencias
de manera funcional en otras lineas celulares de CaCU y cotejarlas con muestras de
tejido tumoral para confirmar estos hallazgos, lo cual ayudara a tener un mayor
entendimiento de la participacion de la via CD73-Ado en el desarrollo de la TEM.

9. PERSPECTIVAS

> Detectar bajo las condiciones ya establecidas, la expresion de HIF-1a, CD73
ARs y los marcadores de la TEM en cultivos en MC y TE de otras lineas celulares de
CaCuU para confirmar los hallazgos obtenidos.

> Evaluar la proliferacion celular en cultivos de células tumorales de CaCU en MC
y TE utilizando células de biopsias de tumores.
> Analizar si la interaccion de adenosina con los ARs promueve la expresion de

marcadores de la TEM en las células cultivadas en TE.

> Realizar ensayos funcionales para examinar la capacidad invasora y migratoria
de las células de CaCU provenientes del cultivo en TE.

> Utilizar otras técnicas (como la microscopia confocal o la inmunohistoquimica)

que permitan conservar la estructura de TE y para poder analizar las moléculas de
nuestro interés.
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