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RESUMEN

El cadncer cérvicouterino (CaCu) es uno de los principales problemas de salud publica en el
mundo, corresponde al 10% de todos los canceres y es la tercera neoplasia mas diagnosticada
en mujeres entre los 25 y 64 afios. La alta tasa de mortalidad de esta enfermedad se atribuye a

la metastasis, que es un mecanismo esencial para promover la progresion del tumor.

Se ha reportado que CD73 se sobreexpresa en distintos tipos de canceres humanos, entre ellos
el CaCu, lo cual se ha asociado con un mal prondstico y un deterioro de la inmunidad antitumoral
pues la expresion de CD73 en las células tumorales perjudica significativamente las respuestas
inmunitarias antitumorales adaptativas a través de su actividad ecto-enzimdtica, ya que la
adenosina (Ado) generada por CD73 del tumor bloquea la inmunovigilancia al inhibir a las células
del sistema inmunitario. Adema3s, se ha propuesto que CD73 cumple funciones de sefializacion y
adhesion, independientes de su funcidon enzimatica, lo cual puede favorecer a las propiedades
invasivas y metastdsicas del cancer, por lo tanto, el papel que juega CD73 en el microambiente

tumoral la ubica como una molécula reguladora clave en el desarrollo del cancer.

El objetivo del presente estudio fue analizar el efecto de la proteina CD73 en la viabilidad de
células de la linea celular CaSki y determinar si es que esta molécula presentaba un efecto en la
formacidn de esferas tumorales in vitro. Nuestros resultados demuestran que la sobreexpresién
de la proteina favorece la capacidad de formar esferas bajo condiciones de cultivo sin adherencia
al substrato (resistencia a anoikis). Ademas, observamos que la expresion disminuida de CD73
induce una intensa apoptosis (anoikis), y que en un cultivo en monocapa adherida, las células

muestran una cinética de proliferacion mas lenta.

Por su parte, Ado, producto de la actividad enzimatica de CD73, no tiene un efecto inductor de
la formacidon de esferas; de mismo modo, un inhibidor especifico de la actividad enzimatica de

CD73, APCP, no inhibe la formacién de esferas. Por otro lado, se muestra que el Factor de

Vil



Crecimiento Epidérmico (EGF) tiene un efecto favorecedor sobre la forma de las células CaSki, e

incrementa la capacidad de formar esferas tumorales.

Estos resultados nos permiten concluir que CD73 muestra efecto sobre la formacion de esferas
multicelulares y que ésta no depende de su actividad enzimatica; de igual manera, la disminucién
en la expresion de CD73 en la membrana afectd la viabilidad de las células CaSki al inducir

apoptosis por anoikis, y que EGF les confiere a las células resistencia a la anoikis.



MARCO TEORICO

e Cancer

El cancer es una enfermedad donde la célula ha perdido su capacidad de mantener la
homeostasis, aumentando su proliferacion de manera descontrolada, evadiendo los supresores
de crecimiento y la muerte celular; puede aparecer practicamente en cualquier lugar del cuerpo
generando un tumor que suele invadir el tejido circundante y producir metastasis en puntos

distantes del organismo (OMS, 2021).

Hay diversas causas que llegan a provocar tales cambios en la célula debido a la acumulacion de
una serie de mutaciones genéticas inducidas por agentes fisicos, quimicos o biolégicos (Mufioz
A, 1997). Como resultado, las células cancerosas poseen propiedades que las proveen de la
capacidad de invasion, y que impiden una adecuada regulaciéon del ciclo celular debido a que
ignoran las sefiales internas y externas de muerte celular programada (Douglas H and Weinberg

RA, 2011).

Esta enfermedad se manifiesta como uno de los principales problemas de salud publica y una de
las principales causas de muerte a nivel mundial (Torres-Poveda KJ et al., 2014). En 2012, se
reportaron en el mundo 14.1 millones de casos nuevos y 8.2 millones de fallecimientos. De
acuerdo a las proyecciones, para 2030 el nUmero de nuevos casos habra aumentado hasta llegar

a los 21.6 millones anuales (OMS, 2016).

e Cancer cérvicouterino (CaCu)

El cancer cérvicouterino (CaCu) es uno de los principales problemas de salud publica en el
mundo, corresponde al 10% de todos los canceres y es la tercera neoplasia mas diagnosticada
en mujeres entre los 25 y 64 afios. Cada afio, se diagnostican alrededor de 500,000 casos nuevos
en todo el mundo, y se estima que producen alrededor de 231,000 muertes de las cuales mas
del 85% ocurre en paises en vias de desarrollo, donde representan 13% de los canceres

femeninos (Torres-Poveda KJ et al., 2014).



Se ha establecido mediante evidencias moleculares y epidemioldgicas, que existe una fuerte
asociacién entre la transmision sexual del Virus del Papiloma Humano (HPV, por sus siglas en
inglés: Human papillomavirus), la infeccion crénica del epitelio cervical y el riesgo de desarrollo
de carcinoma invasor de células escamosa en el progreso de CaCu. Adicionalmente, se ha
reconocido que hay otros factores de riesgo asociados que participan en el desarrollo de la
carcinogénesis del epitelio cervical como lo son el numero de parejas sexuales, el inicio de
relaciones sexuales a temprana edad, numero de embarazos, tabaquismo, obesidad, uso de

anticonceptivos orales o inmunosupresion (Barba-Evia JR, 2009; Zaldivar G et al., 2012).

En México, el CaCu es la segunda causa de muerte por neoplasias en mujeres mayores de 25
afios; aunque la experiencia de paises mas desarrollados ha demostrado que la mejor opcién
para disminuir la mortalidad por CaCu es la deteccidon aunada a un tratamiento oportuno de
lesiones precursoras y lesiones malignas, anualmente se estima una ocurrencia de 13,960 casos
nuevos y una mortalidad de 4,031 defunciones con una tasa de 11.2 por 100,000 mujeres

(Doorbar J, 2006).

El CaCu se origina en el epitelio del cuello uterino, la mucosa que lo recubre se denomina
ectocérvix y se encuentra formado por epitelio escamoso estratificado; el epitelio que recubre
el canal cervical se denomina endocérvix y estd formado por células glandulares, y el punto en
el que estos dos tipos de células se concentran en el cuello uterino se llamazona de
transformacion. Cuando las células de este epitelio crecen de forma anormal, pueden generarse

lesiones precancerosas o displasias (Vicuna CN et al., 2009).

El proceso neoplasico inicia con la infeccidon de las células basales por el HPV, cuando éste accede
al estrato epitelial basal indiferenciado a través de una herida, el genoma del virus se establece
y se replica en forma episomal nuclear. Una vez infectadas las células basales, comienzan a
replicarse dando resultado a las células hijas HPV+, que migran de la capa basal e inician su
proceso de diferenciacion. En la capa suprabasal, estas células son inducidas para entrar a la fase

proliferativa que conduce al incremento del nimero de células basales que contienen el genoma



viral, resultando en la expresion de la transcripcion tardia, la produccion de proteinas de la
capside y, finalmente, el ensamblaje de toda la progenie de viriones. La amplificacion del DNA
viral y la produccién de su progenie solamente se observa en el estrato mas superficial

diferenciado del epitelio escamoso (Figura 1) (Barba-Evia JR, 2009).
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Figura 1. Ciclo viral en el epitelio estratificado. Tomada de Manzo-Merino J et al., 2014.

El CaCu evoluciona a partir de lesiones premalignas no invasivas, referidas como NIC (neoplasias
intracervicales) o LIE (lesiones intraepiteliales escamosas). Histolégicamente, las alteraciones

precancerosas se graduan de la siguiente forma (Figura 2):

e NICI: displasia leve
e NIC II: displasia moderada

e NIC IllI: displasia grave y carcinoma in situ
En las clasificaciones citoldgicas, las lesiones precancerosas se agrupan solo en dos grupos:

e Lesidn intraepitelial escamosa de bajo grado (LIEBG): corresponden a NIC | o condilomas
planos
e Lesidn intraepitelial escamosa de alto grado (LIEAG): corresponden a NIC Il 6 1ll (Manzo-

Merino J et al., 2014).
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Figura 2. Evolucién de las lesiones intraepiteliales cervicales hacia cancer y su relacién con productos del

HPV. Tomada de Manzo-Merino J et al., 2014.

Por lo tanto, antes de manifestarse, el CaCu pasa por varias etapas que empiezan con la displasia
que, en caso de no tratarse, evoluciona a carcinoma in situ y cancer invasor (Lépez Saavedra A

and Lizano Soberén M, 2006).

En la gran mayoria de las mujeres, el periodo entre la infeccién por HPV, la displasia y el
carcinoma invasor suele ser de afios a décadas, lo que ofrece un gran potencial para la deteccidn
oportuna y su tratamiento temprano para modificar el curso natural de la enfermedad y la

morbilidad asociada a ésta (Vicufia CN et al., 2009).

e Virus del Papiloma Humano (HPV)

La infeccidn por el HPV es una de las enfermedades de transmisidon sexual mas frecuentes, con
una prevalencia en mujeres jévenes entre 30 al 46% en diversos paises (Vicufia CN et al., 2009).
Se ha observado que es un factor de riesgo etioldgico que favorece al desarrollo de CaCu, pues,
aunque el 90% de las infecciones suelen curarse por si mismas, el resto de las infecciones pueden
culminar en un crecimiento de células descontrolado progresando a un cancer invasor (Zaldivar
Getal., 2012). Las infecciones genitales por el HPV son transmitidas principalmente por contacto

sexual, pues como se menciond anteriormente, se considera que ocurre a través de



microabrasiones del epitelio que exponen a la infeccidn viral a las células de la capa basal (Vicuiia

CN et al., 2009).

El HPV es un virus con DNA de doble cadena de la familia de los Papillomaviridae (Lopez Saavedra
A and Lizano Soberdn M, 2006). Se han identificado mas de 100 genotipos de los cuales cerca de
18 se clasifican en “alto riesgo” dada su asociacién con cdéncer, y de “bajo riesgo” por su
asociacién con displasias de alto y bajo grado. Los tipos de HPV 16 y 18 son causantes de mas de
75% de todos los cdnceres de cérvix. Las infecciones por HPV son bastante comunes, y
tipicamente estan asociadas con lesiones displasicas de bajo grado, pero la infeccion persistente
asociada a lesiones displasicas de alto grado acontece en 1-2% de las mujeres afectadas (Manzo-

Merino J et al., 2014).

Estudios epidemioldgicos basados en tecnologias moleculares han provisto de evidencia que
asocia el papel causal de algunas infecciones por HPV con el desarrollo del 5.2% de los canceres,
lo que lo coloca como un agente oncogénico de diversos canceres, ademas del de cérvix, el de
utero, vulva, pene, ano, piel, cavidad oronasal, asi como del tracto superior aerodigestivo (Barba-

Evia JR, 2009).

e Estructuray genoma

El HPV tiene una capside icosahédrica, constituida por 72 capsdémeros (60 hexameros y 12
pentdmeros), conformada por las proteinas estructurales L1y L2, que albergan el genoma viral.
Su genoma viral consiste en DNA circular de doble cadena de 7200-8000 pares de bases (pb),
con mas de 10 marcos de lectura abierta (ORFs) y generalmente una hebra es
transcripcionalmente activa (Gutiérrez-Xicoténcatl L et al., 2009). El genoma del HPV se divide
en tres regiones, dependiendo del momento en que se expresan los genes durante el ciclo viral:
region temprana (E: Early) que codifica para los genes implicados en replicacion y
mantenimiento del genoma viral (E1-E8); regidn tardia (L: Late), la cual codifica a las proteinas

estructurales de la cdpside L1y L2, y que interviene en la entrada del virus a las células, en la



localizacion de los componentes virales en el nucleo, en la unién al DNA, y en la formacion de la
capside (Zaldivar G et al., 2012); y, por ultimo, la regidn larga de control (LCR: Long Control
Region), la cual contiene los sitios de regulacion de la transcripcidon y replicacion viral (Figura 3)

(Manzo-Merino J et al., 2014).
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Figura 3. Organizacion del genoma del Virus del Papiloma Humano. Tomada de Zaldivar G et al, 2012.

Una vez que el virus logra penetrar a la célula huésped inicia la expresién de los genes tempranos
E1-E7 promoviendo la replicacion del genoma viral. Las moléculas criticas en la replicacion son
E6 y E7, las cuales inactivan funcionalmente los productos de dos genes supresores de tumores
muy importantes, p53 y Rb, ocasionando la proliferacién, inmortalizacién y transformacién

maligna de las células infectadas (Motoyama S et al., 2004).

Durante la fase inicial de la infeccidn, las proteinas E1y E2 son expresadas para mantener el DNA
viral como episoma nuclear, facilitando la correcta segregaciéon del genoma viral durante la
division celular. Al dividirse la célula infectada, una de las células hijas permanece en la parte
basal del epitelio mientras que la otra célula inicia el proceso de diferenciaciéon en la parte

superior del epitelio (Manzo-Merino J et al., 2014; Vicuiia CN et al., 2009).



En etapas mds avanzadas de la infeccidn, el HPV integra su genoma viral al DNA de la célula
huésped, paso importante en la progresidon neopldsica del cérvix, debido a que la integracion
causa delecién o alteracion del gen regulador viral E2, lo cual origina el incremento de la
expresion de los oncogenes virales, y provoca la expansion clonal de células infectadas dando
lugar al proceso infeccioso. Finalmente, la integracién del genoma viral al genoma celular

conlleva la sobrexpresion de E6 y E7, y pérdida de las proteinas E1y E2 (Doorbar J, 2006).

e (D73

La proteina CD73, también conocida como ecto-5'-nucleotidasa (ecto-5'-NT, EC 3.1.3.5), es una
glicoproteina de superficie celular anclada al glicosilfosfatidilinositol (GPI), de 70 kD, que esta
codificada por el gen NT5E. Esta proteina tiene funciones enzimdaticas y no enzimaticas: en las
células, juega un papel crucial en la activacion del metabolismo adenosinérgico al hidrolizar
nucledsidos monofosfatos extracelulares en nucledsidos intermedios bioactivos, ademads de que

puede funcionar como una molécula de sefializacion (Antonioli L et al., 2016).

Como nucleotidasa unida a la superficie, metaboliza el monofosfato de adenosina (AMP, por sus
siglas en inglés) a adenosina (Ado), la cual puede activar hasta cuatro tipos de receptores
acoplados a proteina G. Los receptores de Ado se expresan en una amplia variedad de células y
se ha demostrado que distintos tipos de células expresan mas de una isoforma de receptores

(Colgan SP et al., 2006; Gao Z et al., 2014).

Se ha reportado que CD73 se sobreexpresa en distintos tipos de lineas celulares de cancer y
biopsias de pacientes, incluidos cancer de mama, colorrectal, de ovario, gastrico, de vesicula
biliar, prostata, melanoma, glioblastoma y cdncer de cabeza y cuello. Asi mismo, su
sobreexpresion se ha asociado con un prondstico adverso y un deterioro de la inmunidad
antitumoral en varios cdnceres humanos, pues la expresion de CD73 por las células

tumorales perjudica significativamente las respuestas inmunitarias antitumorales adaptativas



a través de su actividad ecto-enzimatica, ya que la Ado generada por CD73 del tumor bloquea

la inmunovigilancia al inhibir a las células del sistema inmunitario (Gao Z et al., 2017).

Se ha propuesto que CD73 cumple, ademds, funciones de sefializacion y adhesion,
independientes de su funcién enzimdtica, y que puede regular la interaccidon celular con
componentes de la matriz extracelular (MEC), como la laminina y la fibronectina, lo cual puede
favorecer a las propiedades invasivas y metastdasicas del cancer (Sadej R et al., 2006). Por lo
tanto, varios estudios han asociado a CD73 en el control de la funcidn de barrera tisular (Colgan

SP et al., 2006).

Por lo cual, cada vez se acumulan mds evidencias que indican que las funciones de CD73 la
colocan como una molécula reguladora clave en el desarrollo del cancer (Allard D et al., 2016;
Gao Z et al., 2014). De hecho, tanto las funciones enzimaticas como las no enzimaticas de CD73
estan involucradas en procesos asociados al cdncer y no son completamente independientes

entre si (Regateiro FS et al., 2013).

e Via adenosinérgica

La via adenosinérgica es una cascada enzimdtica coordinada, de varios pasos, que inicia con la
liberacion espontanea de trifosfato y difosfato de adenosina (ATP / ADP, por sus siglas en inglés),
y culmina con la formacion de Ado extracelular por la accién de las ectonucleotidasas unidas a
la membrana; dicha liberacién se da de manera espontdnea, como resultado del dafio celular u

ocasionado por estrés metabdlico (Leone RD and Emens LA, 2018).

Las moléculas de ATP liberadas al especio extracelular son hidrolizadas a ADP y éste es
hidrolizado secuencialmente a AMP, por la ectoenzima CD39 (ecto-nucledsido trifosfato
difosfohidrolasa 1, E- NTPDase1l). El AMP obtenido es hidrolizado hasta Ado por la ectoenzima
CD73 y se une a sus propios receptores celulares, denominados genéricamente como P1 (A1R,
A2AR, A2BR y A3R), que influyen en la supervivencia, la proliferacion y la motilidad celular

(Boison D and Yegutkin GG, 2019).



La Ado extracelular acumulada obstaculiza la infiltracidn y la activacion de las células inmunes,
de modo que la Ado actia como una de las moléculas reguladoras inmunosupresoras mas

importantes en el microambiente tumoral (Figura 4) (Gao Z et al., 2014).

Gene
expression

Inosine

Figura 4. Metabolismo de la Ado extracelular. Tomada de Regateiro FS et al., 2013.

Los receptores de Ado de la superficie celular, expresados en varios tipos de células y tejidos,
estan acoplados a proteinas G (GPCR, por sus siglas en inglés: G protein coupled receptors), y
funcionan mediante la inhibicion o estimulacién de la adenilil-ciclasa para disminuir o aumentar
los niveles intracelulares de monofosfato de adenosina ciclico (CAMP): Los receptores Aly A3 se
acoplan preferentemente a proteinas G inhibidoras (Gi) , inhibiendo la adenilato ciclasa y la
produccién de cAMP; en contraste, los receptores A2A y A2B estdn acoplados a las proteinas
reguladoras estimulantes (Gs), lo que desencadena la acumulacion de cAMP intracelular (Allard

D etal., 2016).

En situaciones de estrés metabdlico, la acumulacién de Ado extracelular y la estimulacién de los
receptores de Ado protegen los érganos contra lesiones e inflamacidn excesiva, y promueven la
reparacion del tejido (Antonioli L et al., 2014). Sin embargo, tales mecanismos de defensa
mediados por la Ado también pueden contribuir al desarrollo y la progresidn de la tumorogénesis

(Hammami A et al., 2019).



Las moléculas adenosinérgicas causan una fuerte inmunosupresion en el microambiente
tumoral. Se sabe que la Ado es capaz de inhibir la activacion y las funciones efectoras citotdxicas
tanto de las células asesinas naturales (NK) como de las células T CD8+ (GAO ZW et al., 2016;
Huang S et al., 1997). Los efectos inhibidores de Ado sobre las células efectoras del sistema
inmunitario estan mediados principalmente por los receptores A2A y A2B, que disminuyen la
produccién de citocinas proinflamatorias y aumentan la sintesis de citocinas inmunosupresoras,
como la interleucina 10 (IL-10) y el Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-B, por sus

siglas en inglés: transforming growth factor) (Allard D et al., 2016).

Ademas de actuar directamente sobre las células NKy las células T CD8+, A2AR también actua a
través de la modulacidon de las células mieloides y de las células T reguladoras (T reg)
CD4*/CD25*/FOXP3*, para obstaculizar las funciones de los linfocitos citotdxicos, mientras que
el receptor A2B provoca inmunosupresion principalmente a través de células mieloides, lo que

se correlaciona con un mal prondstico en pacientes con cancer (Vijayan D et al., 2017).

e Modelo de cultivo de células tumorales en 3D

Debido a la heterogeneidad y complejidad del cancer se ha hecho necesario abordar nuevos
modelos que permitan recrear las condiciones in vivo que consideren los multiples parametros
del microambiente tumoral. Los modelos bidimensionales (2D) tienen una capacidad limitada
para imitar las condiciones complejas presentes in vivo; en cambio, los sistemas in vitro 3D
abordan este problema, ya que pueden imitar con mayor precisién tanto la estructura del tejido
maligno como el microambiente al que estdn expuestas las células dentro del tumor (Sung KE

and Beebe DJ, 2014).

El cultivo 3D fue empleado por primera vez por Reynols et al. para cultivar células de cerebro
adulto, obteniendo agregados similares a esferas, llamadas neuroesferas (Herreros Pomares A,
2019). Desde entonces, se han desarrollado diversos modelos de cultivo para la obtencion de

esferoides; por ejemplo, Sutherland et al. utilizaron un modelo de sistema in vitro 3D para
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recrear las complejidades de un tumor multicelular y estudiar la respuesta de las células

tumorales humanas al efecto de agentes terapéuticos (Alcantara-Quintana LE, 2019).

La base metodolégica para la formacion de esferas es colocar células en una superficie de
adherencia ultrabaja, con el medio de cultivo libre de suplementos y con requisitos minimos de
factores de crecimiento, como el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), y el Factor de
Crecimiento Bdsico de Fibroblastos (bFGF). La formacién de esferas parte de cultivo primario de

células tumorales o de lineas celulares comerciales (Lee C-H et al., 2016).

En las esferas, las células crecen en estrecho contacto, reproduciendo asi las condiciones fisicas
observadas en los tumores sdélidos tales como: (i) heterogeneidad celular; (ii) sefializacion célula-
célula; (iii) estructura interna del tumor; (iv) deposicion de matriz extracelular (MEC),
interacciones fisicas entre células-MEC y célula-célula; (v) cinética de crecimiento; (vi) expresion
génica y (vii) resistencia a farmacos, por tanto, los cultivos 3D pueden ser usados para evaluar
aspectos relacionados con la migracién celular, hipoxia, entre otros aportando resultados utiles

para el desarrollo de nuevas terapias contra el cancer (Costa EC et al., 2016).

Se ha propuesto que una minoria de células dentro del modelo de cultivo 3D estan dotadas de
potencial tumorigénico, aumentando su proliferacion para generar células hijas con
caracteristicas especificas, entre ellas la autorrenovacién y diferenciacién de forma indefinida,
lo que les confiere la capacidad de causar crecimiento tumoral (Alcala Pérez D et al., 2015). Estas
son las llamadas células troncales del cancer (CSC por sus siglas en inglés: cancer stem cells), y
teniendo en cuenta que muestran una capacidad de sobrevivencia independiente del anclaje,
los ensayos in vitro 3D se han convertido en un método estandar para seleccionar CSC, analizar
su capacidad de autorrenovacién y enriquecer estas células (Lee C-H et al., 2016; Liu H et al.,
2016). De manera que los tumores que crecen a partir de las CSC contienen poblaciones mixtas
de células cancerosas tumorigénicas y no tumorigénicas, recreando asi la heterogeneidad

fenotipica completa del tumor original (Figura 5) (Dalerba P et al., 2007).
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Figura 5. Diagrama esquematico de la poblacion de células troncales del cancer (CSC) en un ensayo in vitro 3D o

de formacion de esferas. Tomado de Zhang L et al., 2012.

Las CSC pueden originarse tanto de células troncales normales como de células diferenciadas
que han adquirido caracteristicas semejantes a las de las células troncales normales (Alcala Pérez
D et al., 2015). Entre las caracteristicas que comparten las CSC con las células troncales normales
estan la autorrenovacion, la diferenciacién, la alta expresidon de telomerasa, la evasion de la
apoptosis y la capacidad de migrar (Herreros Pomares A, 2019). Ademas, pueden transportar
sustancias, como medicamentos a través de la membrana, por medio del transportador de union
a trifosfato de adenosina proteina de transporte de membrana subfamilia G miembro 2 (ABCG2),
lo que conduce a la recurrencia de la enfermedad en pacientes después de la cirugia y la

quimioterapia (Mendoza-Almanza G et al., 2019).

Estudios previos han demostrado que la presencia de CSC en tumores esta asociada a altas tasas
de metdstasis, proceso que se encuentra regulado por la transicién epitelio mesenquima (TEM)
(Lee C-H et al., 2016). Durante la TEM se producen cambios fenotipicos en las células de tipo

epitelial a mesenquimal aumentando la expresidn de N-cadherina y vimentina, lo cual origina
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una pérdida de adhesion epitelial y polaridad apical-basal, permitiendo la liberacién de células
transformadas con caracteristicas de CSC al sistema circulatorio; por lo tanto, la adquisiciéon de
un fenotipo mesenquimal se asocia con la progresiéon maligna del cancer (Mendoza-Almanza G

etal., 2019).

La primera evidencia reportada sobre la existencia de células con caracteristicas de CSC fue en
leucemia mieloide aguda (AML, por sus siglas en inglés) por el grupo de John Dick, en donde se
observé que un pequeiio grupo de células de AML podian inducir esta enfermedad en ratones
diabéticos (Lee C-H et al., 2016). Desde entonces, se han identificado células con un
comportamiento semejante al de las CSC en varios tumores sélidos, incluidos cerebro, pulmon,

colon, pancreas, mama, ovario, préstata, entre otros (Dalerba P et al., 2007).

e (D73 en cancer cervicouterino

Se ha encontrado que CD73 se sobreexpresa en muchos tipos de cdncer, adema3s, existe
evidencia que sugiere la participacion de esta molécula en el desarrollo del cancer (Gao Z et al.,

2014).

En un estudio realizado por Bahreyni A et al. describieron que la activacion de moléculas
adenosinérgicas, incluyendo las enzimas CD39, CD73 y los receptores A2A y A2B, presentaron
una accién reductora en la respuesta inmune durante el desarrollo de CaCu. En estudios previos
realizados por nuestro grupo de trabajo, se ha demostrado que la interaccidén entre Ado y estos
receptores induce la produccién del TGF-B, suprimiendo la respuesta inmunitaria antitumoral

(Garcia-Rocha R et al., 2019).

En otros antecedentes de nuestro grupo de investigacion, se demostré que hay una mayor
expresion de CD73 en células de cancer cervicouterino en comparacion con células de epitelio
de cérvix normal. Adem3s, se observd que CD73 es enzimaticamente funcional, y que, debido a

la sobreexpresion de esta proteina, la hidrdlisis de AMP se ve favorecida incrementando las
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concentraciones de Ado, responsable de la inhibicion de la funcién efectora de los linfocitos T

citotéxicos (Avila-Ibarra LR et al., 2019; Mora-Garcia ML et al., 2017).

Del mismo modo, Cortes-Escamilla (2016) encontrd que la sobreexpresion de CD73 en lineas
celulares derivadas de cancer cervical se correlaciona positivamente con un fenotipo similar al
inducido por la TEM, lo cual estd asociado con una mayor capacidad de migracién y con un mayor
potencial invasivo. Asi mismo, la acumulacién de Ado en el microambiente tumoral puede
inducir angiogénesis tumoral, inmunosupresion y metastasis lo que es, un mecanismo esencial

para promover la progresion del tumor (de Andrade Mello P et al., 2017).

La importancia de la sobreexpresion de CD73 en el CaCu radica en las multiples funciones que
puede efectuar en los procesos relacionados con el cdncer. La conexidn entre la sobreexpresion
de CD73, el subtipo de cancer y el prondstico representa un valor potencial de esta molécula
como un biomarcador considerable en la terapia individual del cancer. Ademas, el efecto
promotor de CD73 sobre el crecimiento tumoral y la migracién lo ubica como un blanco

terapéutico potencial para el tratamiento del cancer (Gao Z et al., 2014).
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JUSTIFICACION

El cancer cervicouterino (CaCu) es un problema importante de salud publica, ocupando el
segundo lugar en causas de muerte a nivel mundial. Diversos estudios reportan que las células
de CaCu presentan una hiperactividad adenosinérgica, en comparacion con células de cérvix
normal, produciendo grandes concentraciones de Ado a partir del ATP extracelular, lo que limita
la inmunidad antitumoral. Sin embargo, no ha sido tan claramente determinado el efecto que la
Ado ejerce directamente sobre las propias células de CaCu. Adicionalmente, se ha propuesto
que la molécula CD73 puede ejercer actividades diferentes a la enzimdtica en las células
tumorales, por ejemplo, actuando como correceptor o como molécula de adhesién, afectando
su capacidad de proliferacidn e invasion, pero los mecanismos moleculares asociados tampoco

han sido satisfactoriamente dilucidados.

Por otra parte, la principal complicacién y causa de mortalidad asociada al cancer es la formacion
de metastasis y la formacidon de tumores secundarios en lugares distantes del tumor inicial. Por
lo tanto, resulta de sumo interés caracterizar los factores moleculares que les confieren a las
células tumorales la capacidad de sobrevivencia, proliferacién e invasién, con la finalidad de
sentar las bases de nuevas propuestas terapéuticas dirigidas hacia blancos moleculares

especificos.

Con base en lo anterior, se propone evaluar si la expresion de la molécula CD73 se correlaciona
con la viabilidad, la proliferacién y la capacidad de formar tumoresferas en la linea celular CaSki,
tomando en cuenta que las células tumorales capaces de proliferar en condiciones de no
adherencia y formar tumoresferas, representan una mayor capacidad de sobrevivencia e

invasion, ademas de estar enriquecidas en células con caracteristicas de tipo troncales.
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HIPOTESIS

Se ha propuesto que CD73 es una molécula reguladora de la proliferacién, migracion e invasion
de células cancerosas, pues se ha encontrado sobreexpresada en diversos tipos tumorales,
incluyendo cédncer cervicouterino (CaCu). Por tanto, se espera que al inducir una disminucién en
la expresion de CD73 en células de CaCu se presente una disminucién en su viabilidad,

proliferacidén y capacidad de formar esferas no adherentes.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de la expresién de CD73 en células de CaCu sobre la viabilidad, la proliferacidon

y la capacidad de formar esferas tumorales.
OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar la expresion de CD73 en células CaSki silvestres y clones desregulados
genéticamente para la expresion de CD73.

e Evaluar la cinética de proliferacién en células CaSki silvestres y clones desregulados
genéticamente para la expresion de CD73.

e Evaluar la eficiencia para generar tumoresferas a partir de células CaSki silvestres y clones
desregulados genéticamente para la expresiéon de CD73.

e Evaluar el nivel de apoptosis en células CaSki silvestres y clones desregulados
genéticamente para la expresion de CD73.

e Evaluar la eficiencia para generar tumoresferas a partir de células CaSki silvestres y clones
desregulados genéticamente para la expresion de CD73 en presencia y/o ausencia de Ado
y EGF.

e Evaluar la expresion de marcadores de troncalidad en células CaSki silvestres y clones

desregulados genéticamente para la expresiéon de CD73.
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MATERIAL Y METODO

e Lineas celulares

Como material bioldgico se utilizé una linea celular proveniente de cancer cervicouterino: CaSki,
positiva para infeccion por HVP 16, obtenida del material criopreservado del Laboratorio de
Inmunobiologia de la Unidad de Investigacion en Diferenciacién Celular y Cancer, de la Facultad

de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM.

También fueron utilizadas en este estudio lineas celulares consistentes en clones de células CaSki
VPH16*/CD73", obtenidos previamente por nuestro grupo de trabajo, mediante la transfeccion
con el vector genético pSIREN que induce la expresion de un siRNA que inhibe la expresion de
CD73. Como control se incluyé un clon de células transfectadas con el plasmido “vacio”, que no

induce la expresion del siRNA (Garcia-Rocha R et al, 2019).

e Condiciones de cultivo celular

Las lineas celulares CaSki (silvestres) y CaSki con CD73 disminuido (desreguladas) se mantuvieron
en medio de cultivo RPMI (Sigma-Aldrich, USA), suplementado con 10% de suero fetal de bovino
(Biowest, Francia) y una mezcla de penicilina/estreptomicina, en un incubador biolégico a 37°C,
5% de CO; y humedad saturante. Para resiembra o sembrado de un ensayo, las células se
cosecharon retirando el medio de cultivo y adicionando solucién de verseno (0.48mM de EDTA)
y tripsina al 0.25%, incubando 10 minutos a 37°C, y posteriormente centrifugando en un tubo

conico, para resuspenderlas finalmente en medio de cultivo.
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e Evaluacion de la proliferacion

Para este ensayo se utilizé la tincidn con cristal violeta, y se evalud el nimero celular por medio
de espectrofotometria. Se sembraron 15 000 células CaSki silvestres o desreguladas por pozo,

en cuatro placas de cultivo de 24 pozos (Costar, USA), con 1 mL medio RPMI y SFB al 0.5%.

Transcurridas 24 horas, se retird el medio de cultivo de todos los pozos de una de las placas, se
lavaron con 0.5 mL de PBS, para después agregar 250 pL de una solucién de Cristal-Violeta al
0.1% en etanol al 70% a cada pozo, durante 20 min. Pasados los 20 minutos se realizaron 3
lavados con 2 mL de agua destilada. Se dejé secar la placa y se guardd para su posterior uso. Se

tind de manera semejante una placa por cada dia subsecuente.

Una vez tenidas todas las placas se agregaron 200 plL de acido acético al 10 % por pozo, se
tomaron 150 pL de cada pozo y se pasaron a una placa de 96 pozos de fondo plano, de la cual se
realizd una lectura a 570 nm en el espectrofotdmetro, donde la concentracién de colorante es

proporcional al niumero celular.

e Determinacion de la expresién de CD73 y proteinas asociadas con la troncalidad celular,

por citometria de flujo

Un dia previo a la citometria se sembraron 5x10* células CaSki silvestres o desreguladas, en un
volumen final de 2 mL de RPMI + SFB al 10%. Al dia siguiente se les retird el medio, se despegaron
con tripsina al 0.25% en verseno, y se centrifugaron en frio 5 minutos a 2000 RPM. Se deseché
el sobrenadante y se resuspendieron en 100 uL de PBS con SFB al 2 %, para transferirlas a una
placa de 96 pozos de fondo redondo. Después de centrifugar, el sobrenadante se desechd
mediante succidn por vacio. Para la deteccién de proteinas expuestas en la membrana (CD73 y
CD49f) se adicionaron los anticuerpos correspondientes, mas PBS con SFB al 2% para un volumen
final de 50uL. La placa se incubd por 30 minutos en obscuridad, a 4° C. Pasado el tiempo se
realizaron dos lavados mas con 100uL de PBS con SFB 2% por vial para quitar el exceso de

anticuerpos, y finalmente, las células se pasaron a tubos para citometria de flujo con 300 uL de
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PBS con SFB 2 %, manteniéndolos en frio hasta evaluar la intensidad de fluorescencia con un
citometro de flujo FACS- Calibur (BD Biosciences, USA). La tincion de las proteinas intracelulares
se llevd a cabo de manera semejante, con la diferencia de que antes de incubar con los
anticuerpos correspondientes, las células fueron fijadas durante 10 minutos con 100 plL de
paraformaldehido al 4%, y los lavados posteriores se realizaron con la solucién permeabilizante
PermWash (BD Biosciences, USA). En todos los casos la fluorescencia especifica debida al
marcaje con los anticuerpos se determind en comparacion con la autofluorescencia de las células

no marcadas con anticuerpos.

e Los anticuerpos empleados fueron los siguientes (Tabla 1):

Anti-CD73/PE (BD Biosciences 550257) 1:5
Anti-CD49f/APC (R&D Systems FAB13501A) 1:10
Anti-citoqueratina 17/AlexaF488 (Bioss bs-3239R-A488) 1:100
Anti-p63/AlexaF647 (Bioss bs-0723R-A647) 1:100
Anti-Oct-4 +Ab2°/FITC (Abcam ab18976) 1:100
Anti-Sox-2 +Ab2°/FITC (Abcam ab 171380) 1:100
Anti-Nanog/AlexaF488 (Biolegend 674206) 1:100

Tabla 1. Lista de anticuerpos empleados en la determinacién de la expresién de CD73 y proteinas

asociadas con la troncalidad celular.
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e Generacion de tumoresferas

Se realizaron cultivos de 10 000 células CaSki o clones desregulados en la expresién de CD73 por
pozo, en 2 mL de medio Opti-MEM (Gibco, Life Technologies, USA) + SFB al 0.5% en placas de
seis pozos de ultra baja adherencia (Costar, USA), durante 7 dias. Al término del cultivo, se evalud
al microscopio la intensidad de formacién de esferas celulares en cada pozo. Para evaluar la
viabilidad a largo plazo de las esferas, se cosecharon cada 7 dias, se disgregaron con
tripsina/verseno y se resembraron bajo las mismas condiciones de cultivo para evaluar el

numero de esferas formadas en cada pasaje.

e Determinacion de la apoptosis por citometria de flujo

Para evaluar el porcentaje de apoptosis en las células cultivadas bajo condiciones de no
adherencia, se realizaron cultivos de 20 000 células por pozo, en placas de ultra baja adherencia
con 2 mL de medio Opti-MEM + SFB al 0.5%. Una vez transcurridas 48 horas se colectaron en
tubos y se centrifugaron. Posteriormente se desechd el medio Opti-MEM vy se agregd 1 mL de
verseno + 100 pL de tripsina al 1%, se dejaron incubando por 10 minutos a 37°Cy se volvieron a
centrifugar. Se desechd el verseno y el botdn se lavd con 1 mL de PBS estéril. Se prepard una
solucién buffer con 900 pL de agua destilada + 100 pL de buffer del kit de deteccién de apoptosis
(Numero de catdlogo APOAF Sigma-Aldrich, USA). Se tomaron 100 pL de la solucion buffer y se
agregaron a cada una de las muestras. Se tomaron 450 uL de la solucién buffer y se le agregaron
25 pL de Anexina Vy 25 pL de 7AAD del mismo kit, y se agregaron 100 uL de esta solucién a cada
una de las muestras. Después de 10 minutos, las muestras se evaluaron en el citémetro de flujo,
para evaluar la exposicidon extracelular de fosfatidilserina y la integridad de la membrana celular,

como indicadores de la apoptosis.
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e Generacion de tumoresferas en presencia de Ado y EGF

Se realizaron cultivos de 10 000 células CaSki o clones desregulados por pozo, con 2 mL de medio
Opti-MEM + SFB al 0.5% en placas de seis pozos de ultra baja adherencia. Después del sembrado
de células se agregd Ado a una concentracién de 100uM, inhibidor especifico de CD73: a, b-
metilen-adenosina-5'-disfosfato (APCP) a 10uM, 6 10ng/mL de Factor epidérmico de
proliferacién recombinante humano (rhEGF, por sus siglas en inglés: Epidermal growth factor),
en los pozos que correspondian, y se dejaron en observacion durante 7 dias, para comparar la

formacion de esferas contra un control sin tratamiento.
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RESULTADOS

e Células transfectadas con un siRNA especifico a CD73, presentan disminucidén en la

expresion de CD73 en membrana.

Nuestro grupo de investigacion previamente generé 2 clones de la linea celular CaSki
desregulados en la expresion de CD73 mediante la transfeccion de un RNA de interferencia
especifico para esta molécula (Garcia-Rocha R et al, 2019). Como primer paso en este trabajo,
mediante citometria de flujo, se determind la expresion de CD73 en la membrana de dichos
clones (denominados como clon A y clon B) y se comparé con la de células CaSki parentales
(denominadas como WT) asi como con células CaSki transfectadas con el plasmido control. En la
Figura 6 (histogramas en color rojo) se observa la fluorescencia de las células marcadas con un
anticuerpo especifico anti-CD73, en tanto que los histogramas en color negro muestran la
fluorescencia de las células incubadas con un anticuerpo isotipo control. Al determinar la
expresion de CD73 en membrana, las células WT presentaron una intensidad media de
fluorescencia (IMF) de 99.18 y las células transfectadas con el plasmido control mostraron una
IMF de 78.85, en tanto que los clones A y B de la linea celular CaSki presentaron fuerte

disminucién en la expresion de CD73, detectdandose una IMF de 8.94 y 9.07, respectivamente.
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Figura 6. Expresion de CD73 en células CaSki WT y CaSki transfectadas con un siRNA especifico
para CD73. Se muestran los histogramas de las células incubadas con un isotipo control ( color
negro) o con anti-CD73 (color rojo) y sus respectivos valores de intensidad de fluorescencia. A)
células CaSki WT, B) CaSki transfectadas con el plasmido control, C) clon A, D) clon B.
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e Las células CaSki desreguladas en la expresion de CD73 en membrana muestran baja

capacidad para formar tumoresferas.

Se ha propuesto que la propiedad de las células tumorales para formar esferas en cultivo en
suspension, son un indicativo de su capacidad de autorrenovacion, por la presencia de células
troncales, y de efectuar metdstasis. Por tanto, se procedié a determinar la capacidad de las
células CaSki WT, los clones A y B y CaSki transfectadas con el plasmido control para formar
esferas en condiciones de cultivo de ultra baja adherencia. Como se observa en la Figura 7 los
cultivos realizados con las células CaSki WT y transfectadas con el pldsmido control (Figura 7A 'y
7B respectivamente) presentan una mayor capacidad de formar esferas en condiciones de ultra
baja adherencia, dando origen a un mayor nimero de esferas y de mayor tamafio en
comparacion con las esferas formadas a partir de las células de los clones A y B de CaSki (Figura
7CY 7D respectivamente), los cuales presentan esferas de menor tamafio, en especial el clon B,
que ademas de presentar esferas de menor tamafo muestra en la periferia un mayor niumero
de células aisladas, con un tamano reducido, lo que nos podria indicar que estas células aisladas

son células apoptoticas que no pueden formar esferas en cultivo de ultra baja adherencia.
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Figura 7. Formacion de tumoresferas de células CaSki cultivadas en ultra baja adherencia.
Fotografias de las células cultivadas en placas de ultra baja adherencia para la formacién de
tumoresferas. Las fotografias fueron tomadas el dia 14 a un aumento de 10x. A) CaSki WT, B)
CaSki transfectada con pldasmido control, C) clon A, D) clon B de células CaSki desreguladas en la
expresion de CD73.
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e Las células CaSki desreguladas en la expresion de CD73 presentan un aumento en la

apoptosis cuando son cultivadas en condiciones de ultra baja adherencia.

Tomando en consideracién los resultados obtenidos en los ensayos de formacién de esferas en
condiciones de ultra baja adherencia, y que se ha reportado que la inhibicion de CD73 puede
llevar a las células a apoptosis, se realizd una citometria de flujo con cultivos de células en placas
de ultra baja adherencia para determinar el nivel de apoptosis de las células de cada tratamiento.
Como se observa en la Figura 9A, las células cultivadas en suspension a las 48 horas muestran
un alto grado de apoptosis, en comparaciéon con las células cultivadas en condiciones de
adherencia. Al analizar los porcentajes de células tumorales en apoptosis tardia (FITC*/7AAD?*),
se observd que las células CaSki WT y las células CaSki transfectadas con el plasmido control
mostraron porcentajes menores de apoptosis tardia de 1.81% y 0.90%, respectivamente (Figuras
8By 8C). Sin embargo, el clon Ay el clon B de CaSki mostraron valores apoptosis tardia de 23.47%
y 22.45% respectivamente (Figuras 8D y 8E). En todos los grupos de estudio se puede observar
que el porcentaje de células en apoptosis temprana no muestra valores muy diferentes de un
intervalo entre el 19% al 30% de células apoptéticas. De lo anterior se concluye que la expresion
de CD73 en la membrana de las células CaSki es importante para la formacion de tumoresferas

y parece protegerlas de la muerte por apoptosis.
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Figura 8. Deteccidon de apoptosis en las células CaSki cultivadas en ultra baja adherencia.

Se muestran los Dot plots de apoptosis temprana (7AAD-/ Anexina V+) y apoptosis tardia (7AAD+/
Anexina V+) de las células CaSki en cultivo adherente (A), y en cultivo en placas de ultra baja
adherencia de las células CaSki WT (B), CaSki transfectadas con un plasmido control (C), clon A

(D) y clon B (E).
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Figura 9. Deteccidon de apoptosis en las células CaSki cultivadas en ultra baja adherencia.

Se muestran los Dot plots de apoptosis temprana (7AAD-/ Anexina V+) y apoptosis tardia
(7AAD+/ Anexina V+) de las células CaSki en cultivo adherente (A), y en cultivo en placas de ultra
baja adherencia de las células CaSki WT (B), CaSki transfectadas con un plasmido control (C), clon

A (D) y clon B (E).
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e Las células CaSki desreguladas en la expresion de CD73 presentan menor capacidad

proliferativa que las células CaSki con mayor expresiéon de CD73.

Las células cancerosas se distinguen por presentar una alta tasa de proliferacién en comparacion
con células no cancerosas, por este motivo se realizaron ensayos de proliferacién a 3y 7 dias de
las células CaSki silvestres (WT), los clones Ay B de CaSki disminuidas en la expresiéon de CD73 y

CaSki transfectada con el pldsmido control (PC) (Figura 9).

En el ensayo de proliferacién a los tres dias se observd que los clones A y B mostraron una
tendencia a disminuir la proliferacién en relacién a las células CaSki WT y CaSki PC ( A).
Por otro lado, cuando los cultivos celulares se mantuvieron durante 7 dias, las células CaSki WT
mostraron un mayor nivel de proliferacién con respecto a los clones Ay B de CaSki. En tanto que
las células CaSki con el pldsmido control mostraron un nivel de proliferacién similar a las células

A
CaSki WT después de 7 dias de cultivo ( B).

Por lo tanto, estos resultados indican que las células desreguladas en la expresion de CD73
reducen su capacidad proliferativa en relacion a las células tumorales CaSki con mayores niveles

de CD73.
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Figura 10. Cinética de proliferacion de las células CaSki.

Se muestran las cinéticas de proliferacién a 3 dias (A) y 7 dias (B) de las células CaSki silvestres
(WT), las células transfectadas con un plasmido control (PC) y los clones A y B de células CaSki
disminuidas en la expresion de CD73
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e Ado no favorece la capacidad de formar tumoresferas.

La Ado surge como producto de la hidrélisis de AMP mediante CD73, y se le ha atribuido un
efecto potenciador para el desarrollo de los tumores. Tomando en cuenta que los clones Ay B
de CaSki tienen baja expresion de CD73 en la membrana, la generacidon de Ado extracelular se
puede ver disminuida. Por tanto, para determinar el efecto de Ado sobre la capacidad de formar
esferas en condiciones de ultra baja adherencia se realizaron cultivos de células CaSki WT y
células CaSki del clon A en pozos de ultra baja adherencia, afiadiendo Ado y un inhibidor
especifico de CD73 (APCP) ambos a una concentracion de 100 pL, se dejaron en observacion por
7 dias, y se tomaron fotografias. Las células CaSki WT cultivadas en presencia de Ado
disminuyeron aparentemente la cantidad de esferas en el cultivo. De manera interesante, la
adicion de APCP indujo mayor cantidad de esferas, incluso de mayor tamano (Figura 10A). Por
otro lado, como era de esperarse, las células del clon A de CaSki mostraron menor cantidad de
esferas, de tamano pequefio y con células dispersas en la periferia. La adicion de Ado disminuyd
aun mas la formacion de esferas, observandose muchas células dispersas en la periferia.
Finalmente, la adicién de APCP mantuvo un contenido de esferas similar a las células del clon A

que no recibieron tratamiento (Figura 10B).

Por tanto, podemos concluir que la Ado, adicionada de manera exdgena o la producida por la

actividad enzimatica de CD73 en las células tumorales, inhibe la formacidn de esferas.
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Figura 11. Formacion de esferas en cultivo de ultra baja adherencia con tratamiento de Ado y
APCP. Fotografias a un aumento de 10x de las células CaSki WT (A) o el clon A de células CaSki
disminuidas en la expresién de CD73 (B) cultivadas en placas de ultra baja adherencia en
presencia o ausencia de Ado o un inhibidor de CD73 (APCP).
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e No hay una diferencia significativa en la expresion de proteinas asociadas con el
mantenimiento de la viabilidad y la capacidad clonal entre células de cancer

cervicouterino con diferente expresion de CD73.

Aunque se ha propuesto que la expresion de ciertas proteinas puede funcionar como un
marcador para identificar células troncales del cancer (CSC, por sus siglas en inglés: cancer stem
cells) no existe un conjunto de biomarcadores universales para identificar y aislar a estas células.
Sin embargo, se ha observado que un grupo de moléculas relacionadas con la autorrenovacion,
fenotipo invasivo y resistencia a los medicamentos convencionales de quimioterapia o radiacion,

confieren a las células tumorales con un fenotipo semejante a CSC.

También se ha propuesto que las células que forman esferas se asocian con altos niveles de
marcadores de troncalidad y presentan caracteristicas de CSC; por tanto, se decidié evaluar
mediante citometria de flujo la expresién de las proteinas CD49f, CK17, p63, Nanog, Sox2, y Oct4,
para determinar si habia alguna diferencia molecular entre las células CaSki WT vy los clones
desregulados para CD73. Como se observa en la Error! Reference source not found., no hay
alguna diferencia en la expresion de los marcadores de troncalidad analizados entre las CaSki
WT vy las células del clon A de CaSki desreguladas en CD73, a excepcion de una diminucion de la
expresion de CD49f en las células del clon A de CaSki en comparacion con las células CaSki WT,

encontrandose valores de IMF de 115.8 vs 175.14, respectivamente.
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Figura 12. Expresion de marcadores de troncalidad en células CaSki.

Se muestran los histogramas de autofluorescencia (linea negra) y la expresion de los
marcadores de troncalidad (CD49, CK17, p63, Nanog, Oct-4 y Sox2) (linea roja) en las
células CaSki WT (A) y el clon A de células CaSki disminuidas en la expresion de CD73 (B).
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Figura 13. Expresidon de marcadores de troncalidad en células CaSki.

Se muestran los histogramas de autofluorescencia (linea negra) y la expresion de los
marcadores de troncalidad (CD49, CK17, p63, Nanog, Oct-4 y Sox2) (linea roja) en las células
CaSki WT (A) y el clon A de células CaSki disminuidas en la expresidon de CD73 (B).

e EGF mejora la formacion de esferas en las células CaSki WT y células CaSki desreguladas

en la expresion de CD73.

Dado que no encontramos diferencias intrinsecas en la expresion de proteinas inductoras de la
viabilidad y asociadas al fenotipo troncal entre las células CaSki WT y un clon A con la expresién
de CD73 disminuida, evaluamos la capacidad de respuesta hacia estimulos externos, en ambas
lineas celulares. El Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF por sus siglas en inglés: epidermal
growth factor) es un péptido que promueve el crecimiento, la proliferacién, la diferenciacién y
la supervivencia celular a través del ligando con su receptor presente en la superficie celular;
este receptor se ha encontrado desregulado en diversos tipos de cdnceres y se menciona que
tanto la proteina como el receptor podrian estar asociados con el desarrollo de una gran
variedad de tumores (Tomas A et al., 2014). Por tanto, se realizaron cultivos en placas de ultra
baja adherencia y al cultivo se le agregdé EGF recombinante humano en los pozos que

correspondian y se dejaron en observacién durante 7 dias. Como se observa en la

Figura 14, la formacion de esferas para el grupo control, con Unicamente SFB, concuerda con
resultados anteriormente presentados: las células CaSki WT muestran una mayor formacién de
esferas en comparacion con el clon A, donde casi no se forman esferas. En los cultivos tratados
con EGF o EGF + SFB, se observa un aumento en el nimero de esferas formadas, incluso para el
clon A, aunque el mayor efecto se da en las células CaSki WT. Las esferas obtenidas bajo estas
condiciones son de mayor tamafio y menos compactas que las obtenidas en el control, ademas
de que se aprecian algunos pequefios conglomerados de células, e incluso algunas células

individuales.
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Los resultados obtenidos nos indican que EGF muestra un efecto favorecedor en la formacion
de esferas en las células que presentan disminucidén de CD73 en la membrana, aunque en menor

grado que el observado en las células CaSki WT.

SFB SFB +rhEGF ‘ rhEGF

Figura 14. Formacion de esferas en cultivo de ultra baja adherencia de células CaSki con
tratamiento de EGF. Fotografias a un aumento de 10x de las células cultivadas en placas de ultra
baja adherencia con un tratamiento de EGF. A) CaSki WT, B) clon A de células CaSki desreguladas
en la expresidon de CD73.
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DISCUSION DE RESULTADOS

La transformacion progresiva de las células normales a malignas les confiere la capacidad de
evadir las sefiales de muerte celular programada, y de generar una descendencia que conserve
esta mutacion; asimismo, el microambiente puede favorecer el establecimiento y la progresion
maligna de las células neoplasicas al aumentar su capacidad de invasién, implantacion,
supervivencia y proliferacion. Normalmente, las células del sistema inmune son capaces de
eliminar a las células tumorales; pero, proporcionalmente a su transformacién maligna, las

células tumorales desarrollan la capacidad de evadir los mecanismos de control.

Una manera en la que las células escapan de la vigilancia inmunolégica tumoral es inactivando a
las células del sistema inmune; por ejemplo, Linden J y Cekic C (2012) refieren que altas
concentraciones de Ado producidas en el microambiente tumoral ejercen efectos
inmunosupresores sobre los linfocitos T citotdxicos CD8+, a través de una interaccion de alta
afinidad con el receptor A2A. A su vez, la Ado es generada por medio de la fosfohidrolisis de

nucledtidos de adenina por la actividad de las ectoenzimas CD39 y CD73.

Un gran numero de estudios indican que la proteina CD73 esta desregulada al alza en muchos
tipos de canceres, y que puede promover también comportamientos malignos de los
carcinomas, incluyendo la proliferacion, la migracién, la invasién y la metdstasis (Ma X-L et al.,
2019; Wang L et al., 2013; Yu J et al., 2018; Zhou L et al., 2019). Esta actividad de CD73,
promotora del tumor, se ha asociado con la estimulacién de la angiogénesis (Wang L et al., 2013)
asi como con lainduccion del cambio de fenotipo epitelial al mesenquimal (Petruk N et al., 2021),
entre otros mecanismos. Por su parte Gao Z et al., (2017), reportaron que la expresién de CD73
promueve la proliferacion de células cancerosas in vitro y la progresion del ciclo celular, debido

a una actividad diferente a la enzimatica.
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Asimismo, estudios realizados por nuestro grupo de trabajo reportan que la linea celular CaSki,
de CaCu, mantiene hiperactivada la via CD73-adenosina, lo que conlleva una alta produccién de
Ado extracelular, que al unirse a sus receptores (Al, A2A, A2B, A3) mantendria un ambiente

favorecedor de la progresién del cancer (Mora-Garcia ML et al., 2017).

Tomando en cuenta lo anterior, en este proyecto nos propusimos evaluar el efecto de la
expresion de CD73 en la linea celular CaSki sobre su capacidad de formar esferas multicelulares
in vitro, puesto que: el modelo de tumoresferas se considera mas representativo de la
arquitectura tumoral, en comparacion con los cultivos en monocapa (Friedrich J et al., 2009); la
capacidad de las células de sobrevivir despegadas del substrato sugiere un fenotipo invasivo
(Kramer N et al., 2013); actualmente, algunos autores sostienen que la capacidad de formacion
de tumoresferas representa un “marcador” de células con naturaleza troncal tumoral (Lee C-H

etal., 2016) .

En primer lugar, corroboramos que las células CaSki son capaces de formar esferas cuando son
cultivadas en condiciones de baja adherencia (Knuechel R et al., 1990; Ortiz-Sanchez E et al.,

2016, entre otros), con una morfologia mds compacta en comparacién con otras lineas celulares.

A continuacidn, observamos que cuando se induce una disminucidon en la expresion de la
proteina CD73 también disminuye la capacidad de formar esferas, tanto en nimero, como en
tamanio, lo cual nos indica que esta molécula favorece esta capacidad en las células CaSki. Este
resultado nos sugirié dos posibilidades: que CD73 tenga un efecto adhesivo, como se ha
propuesto en el sistema linfocitos T/endotelio (Airas L et al., 1995), o que tenga un efecto sobre
la viabilidad o la capacidad de proliferacion de las células CaSki, particularmente bajo

condiciones de cultivo sin adherencia al substrato (resistencia a anoikis).
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Para evaluar si CD73 tiene un efecto en la viabilidad de las células CaSki, determinamos el
porcentaje de apoptosis a las 48 horas de cultivo de células impedidas de adherirse al fondo del
pozo. Esta condicidn indujo una intensa apoptosis (anoikis), la cual es aun mayor en las células
con la expresion de CD73 disminuida, al grado de que en ellas casi no observamos formacién de
esferas. De igual manera, en el cultivo en monocapa adherida, las células con una disminucién
en la expresidon de CD73 muestran una cinética de proliferacion mas lenta que las células control,
aunque con una diferencia menos pronunciada que la observada para la anoikis. Estos resultados
nos indican que CD73 afecta la viabilidad de las células CaSki, sobre todo bajo condiciones
drasticas, como lo es el cultivo impedido de adherencia. El efecto de la CD73 sobre la viabilidad
de las células tumorales ha sido reportado previamente en cancer de mama, donde la
disminucién de la expresion de CD73 se asocid con la disminucién de la expresion de proteinas

anti-apoptadticas y un aumento de las pro-apoptéticas (Zhi X et al., 2010).

Por otra parte, la actividad enzimatica de CD73 consiste en la produccién de Ado a partir de la
hidrdlisis de AMP, y diversos autores han sugerido que la Ado favorece el desarrollo tumoral;
Por ejemplo, Zhi X et al., (2010), observaron que el tratamiento de células cancerosas con APCP,
que es un inhibidor especifico de la actividad enzimatica de CD73, podia inhibir la proliferacion
de una manera dependiente de la dosis. Del mismo modo, Bavaresco L et al., (2008) encontraron
que el tratamiento con APCP provocé una reduccion significativa del 30% en la proliferaciéon de
células de glioma, mientras que el tratamiento con adenosina aumenté la proliferacién celular
en un 35%. Por tanto, evaluamos si la adicién de Ado purificada al cultivo inducia la capacidad
de formar esferas, lo cual, no ocurrié. Del mismo modo, la adicién de un inhibidor de la actividad
enzimatica de CD73 no inhibid la formacion de esferas por parte de las células control. Lo
anterior nos indica que, con mucha probabilidad, el efecto de la expresion de CD73 en la
formacion de esferas en la linea CaSki, no se debe a su actividad enzimatica. En otros reportes
se ha propuesto que la CD73 tiene también una actividad de tipo no-enzimatica, debido a que,
en ellos, los inhibidores de la actividad enzimatica reducen sélo parcialmente el efecto atribuible

a CD73 (Gao Zetal., 2017; Sadej R et al., 2008; Yu J et al., 2018). Sin embargo, hasta la fecha no
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se han caracterizado completamente el o los mecanismos asociados a esta actividad no-

enzimatica.

Actualmente, se considera por muchos autores que la formacion de esferas multicelulares en
suspension es una propiedad de las células tumorales de naturaleza troncal, aun cuando la
caracterizacion molecular de dichas células todavia no es definitiva. Diversas moléculas han sido
propuestas como “marcadoras” de las presuntas células troncales de diversos tipos tumorales,
incluyendo el CaCu. Generalmente, se trata de moléculas que favorecen la viabilidad, la
proliferaciéon e incluso la transicion del fenotipo epitelial al mesenquimal en las células
tumorales. Para evaluar el impacto que la expresién que CD73 tiene sobre el fenotipo semejante
a troncal de las células CaSki, determinamos mediante citometria de flujo la expresion de varias
moléculas que han sido propuestas como marcadoras de troncalidad en CaCu (Lopez J et al.,
2012; Ortiz-Sanchez E et al., 2016), pero no encontramos diferencias significativas entre las
células desreguladas para CD73 y las células control. Unicamente encontramos una disminucion
de 34% en la expresion de la molécula integrina a6 (CD49f), la cual es una molécula de
membrana con afinidad por la proteina laminina, de la matriz extracelular (MEC), y cuya unién
produce una senalizacion al interior de la célula. Seria interesante determinar con otros ensayos
si la disminucidén de la integrina a6 observada se asocia consistentemente con la disminucién de
CD73, puesto que se ha reportado que, bajo condiciones de transformacion celular y como parte
del complejo integrina a.6B4, modifica su funcidn normal, y favorece la progresiéon tumoral,
particularmente facultando la invasién (Lipscomb EA y Mercurio AM, 2005; Mercurio AM vy
Rabinovitz I, 2001), y asimismo, favorece la resistencia a anoikis en células de cdncer de mama

(Bachelder RE et al., 1999).

Puesto que no encontramos un efecto directo de la actividad enzimatica de CD73 en la formacidén
de esferas, ni una marcada diferencia en la expresion intrinseca de genes asociados con la
troncalidad entre las células CaSki control y las desreguladas para CD73, evaluamos si existia una

diferencia a la capacidad de respuesta a estimulos externos, particularmente al EGF, el cual es
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péptido asociado a un mal prondstico clinico ya que favorece el desarrollo de las neoplasias
malignas; su actividad promueve la supervivencia, la proliferacién, la invasion, la metdstasis y la
progresion tumoral, a través de fungir como ligando de su receptor (EGFR), presente en la
superficie celular (Logue JS and Morrison DK, 2012). En concordancia con (Knuechel R et al.,
1990), observamos que la adicion de EGF recombinante al cultivo modificé la forma de las células
CaSki, e incrementd el numero, y el tamaio de las esferas formadas, las cuales fueron ademas
menos compactas que en ausencia del factor; asimismo, resulté en la aparicion en el cultivo de
células individuales en suspensién y no asociadas a esferas, lo que indica que esta citocina
confiere resistencia a la anoikis. El EGF indujo la formacidn de esferas en las células CaSki con
baja expresiéon de CD73, pero el efecto fue menor que en las células control, lo que nos sugiere
una diferencia en la capacidad de respuesta al EGF. Esta observacion implica que,
probablemente, la regulacion negativa de la expresion de CD73 en las células CaSki, resultd en
una menor expresion de EGFR; Zhi et al., (2012) encontraron que la expresion de CD73 se
correlaciond positivamente con la expresion de EGFR en las células de cancer de mama MB-
MDA-231, lo que los llevé a sugerir que CD73 promovid la migracién e invasion de células
tumorales mediante la regulacion de la expresion de EGFR, semejante a lo observado por (Zhu
Jetal,, 2017) en cancer de pulmdn. Por otra parte, las células CaSki presentan una alta densidad
de receptores para EGF en comparacion con otras lineas celulares de CaCu (Eiblmaier M et al.,
2008), lo cual sugiere una alta dependencia de este factor en el sostenimiento de su viabilidad;
por tanto, la disminucion en la viabilidad de las células CaSki con expresion reducida de CD73

concordaria con una expresion reducida del EGFR.

Asimismo, Chhabra R (2018) propuso que el mantenimiento de una poblacién troncal en las
células CaSki, incluyendo la capacidad de formar esferas, es coordinado por el EGF, que, a su vez,
activa a las proteinas de sefializacion intracelular PI3K/Akt y Sox2. De acuerdo con esto, las
esferas formadas en lineas celulares de CaCu presentan una mayor expresion de Sox2 en

comparacion con las células parentales, aun sin la adicion exdgena de EGF (Wang L et al., 2019);
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complementariamente, las células Sox2+ presentan una mayor capacidad de formar esferas (JiJ

and Zheng P-S, 2010).

Ademas, existe una correlacion entre la actividad del EGF con CD73 y la integrina a6i34. El EGF
induce un aumento en la expresiéon de CD73 en lineas de cancer cervical (Gamboa Meraz UA,
2019) y la intensidad de expresion del EGFR se asocia directamente con la intensidad de
expresion del complejo integrina a6l34, en cdncer (Chhabra R, 2018). Resulta interesante que, a
su vez, la activacion del complejo integrina a6p4, induce el agrupamiento de moléculas del EGFR
en la membrana celular, lo que conduce a la activacion de este receptor (Gilcrease MZ et al.,
2009). Estas observaciones concuerdan con nuestros resultados, donde encontramos que la
linea celular deficiente para CD73 responde de manera limitada al EGF, en comparacion con las

células control, y expresa una menor densidad de la proteina integrina a6.

Otro aspecto importante que merece ser evaluado es la capacidad que puedan tener estas
moléculas en la estabilizacién de las esferas, una vez que las células resistieron la anoikis. Por
ejemplo, la uniéon del EGF con su receptor impide la funciéon de la molécula de adhesién
cadherina-E, con lo que se forman esferas mas laxas que en ausencia del factor, pero induce la
formacidon de desmosomas verdaderos, los cuales no se observan en cultivos en monocapa
(Knuechel R et al., 1990). Por su parte, seria conveniente evaluar si CD73 vy la integrina a6
contribuyen a la estabilizacion de las esferas, debido a su capacidad para funcionar como

ligandos de proteinas de MEC (Olmo N et al., 1992; Sadej R et al., 2008).

Finalmente, cabe resaltar que es importante analizar los factores moleculares que contribuyen
a la formaciodn, estabilizacién y sobrevivencia de las tumoresferas, puesto que estas estructuras
representan un modelo conveniente para estudiar de la capacidad metastdsica de las células
transformadas. Por ejemplo, se ha descrito que las células que migran en grupo presentan una
mayor eficiencia para formar metdstasis, que las que migran individualmente (Saitoh M, 2018).
Consistente con esto, se han reportado datos que indican que la expresion de CD73 estd asociada

con metdstasis tumorales en modelos experimentales y pacientes clinicos (Gao Z et al., 2014).
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo se concluye que la
sobreexpresion de CD73 en células CaSki favorece la capacidad de formar esferas tumorales
en condiciones de baja adherencia y que esta capacidad no depende de la actividad
enzimatica de la proteina; de mismo modo, la disminucion de CD73 afecta en la viabilidad de

las células de CaCu.

Por otro lado, el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) indujo significativamente la
formacion de esferas en células de la linea CaSki. Finalmente, las células desreguladas para
CD73 no muestran una diferencia significativa en la expresion de moléculas asociadas a la

troncalidad.
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PERSPECTIVAS

* Evaluar la expresion de EGFR células CaSki WT y en los clones desregulados

genéticamente para la expresion de CD73.

* Evaluar el efecto de EGF en la expresion de CD49f en células CaSki desreguladas

genéticamente para la expresion de CD73.

* Evaluar el efecto de EGF en la expresion de CD73 en células CaSki desreguladas

genéticamente para la expresion de CD73 en condiciones de ultra baja adherencia.
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