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La ciencia no es una materia que llevas en la escuela. Es la vida misma. 
Estamos envueltos por ella, en ella, con ella. Y el conocimiento científico 
que uno tiene no debería ser visto nunca como una extensión desechable 
de nuestra mente.  

Neil Degrase Tyson 

Ya que “En nuestros días no debería dejarse sin investigar nada que 
todavía permanezca sin explicación.” 

Eric Topol. Cardiólogo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No esperes a que todas las condiciones sean idóneas. Siempre habrá 
desafíos, obstáculos y condiciones que distarán de ser perfectas. ¿Qué 
importa? Comienza ahora. Con cada paso que des te volverás cada vez 

más fuerte, más experto, más seguro de ti mismo y más exitoso.  
 Mark Victor Hansen 
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HGF--------------------------------------------- Factor de crecimiento  de hepatocitos 

(Hepatocyte Growth Factor) 
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NK----------------------------------------------- Células asesinas naturales  
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RESUMEN  
  

 Las células estromales mesenquimales (CEM) asociadas al microambiente 

tumoral inducen una supresión sobre diversos tipos de células de la respuesta 

inmune la cual se debe, entre otros factores, a la producción de adenosina. 

Asimismo, se han presentado evidencias experimentales no concluyentes que 

asignan a las CEM tanto un papel estimulador como inhibidor del crecimiento 

tumoral.  

 

En este trabajo evaluamos el efecto de CEM de Cérvix Normal (CEM-CN) 

sobre la proliferación y la expresión de moléculas del complejo principal de 

histocompatibilidad clase-I (CPH-I) sobre células tumorales de ratón TC-1, que 

expresan antígenos del virus de papiloma humano tipo 16, estas células fueron 

cultivadas in vitro, en presencia de CEM-CN humanas, así como de adenosina 

y AMP purificados.  

 

Observamos que con el cocultivo entre CEM-CN y TC-1 induce una reducción 

de la expresión de moléculas del CPH-I de aproximadamente un 50% en las 

células tumorales, y esta disminución permanece hasta 24 días posteriores a la 

conclusión del cocultivo. Sin embargo, no observamos una disminución de la 

expresión de moléculas del CPH-I al cultivar a las células TC-1 en presencia de 

adenosina purificada (Ado). Igualmente, la proliferación de las TC-1 no se vio 

afectada en presencia de CEM-CN ni de Ado, y sólo disminuyó en presencia de 

AMP purificado. Además, por medio de ELISA no detectamos una producción 

significativa de IL-10 en los medios condicionados por los cocultivos.  

 

El cocultivo de células TC-1 con CEM-CN induce una disminución en la 

expresión de las moléculas del CPH-I sobre las células tumorales, mediante un 

mecanismo diferente a la producción de adenosina por la molécula CD73 y de 

IL-10. La consideración de esta propiedad de las CEM es relevante para el 

estudio biológico del microambiente tumoral y el desarrollo de estrategias 

antitumorales basadas en el empleo de CEM. 
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MARCO TEÓRICO 
 
 

Cáncer 

 

El término cáncer se usa para enfermedades en las que las células 

normales se dividen sin control y pueden invadir otros tejidos; las células 

cancerosas pueden diseminarse a otras partes del cuerpo por el sistema 

sanguíneo o linfático (ICN, 2014). La mayoría de los tipos de cáncer son 

causados por anormalidades en el material genético de las células 

transformadas. Estas alteraciones pueden deberse a los efectos de sustancias 

cancerígenas como el benceno y otros químicos, el consumo excesivo de 

alcohol, fumar, exposición excesiva a la luz solar o toxinas ambientales, 

radiación, virus, agentes infecciosos, obesidad, mala alimentación, falta de 

ejercicio etc. (Thun, 2007). Otro tipo de promotor de cáncer y las anomalías 

genéticas puede adjudicarse a los errores al azar en la replicación del ADN, 

que son heredadas y por tanto, están presentes en todas las células desde el 

nacimiento. La heredabilidad del cáncer es por lo general afectada por 

complejas interacciones entre los agentes carcinógenos y el genoma del 

huésped (Moscow y Cowan, 2007). Una vez establecida la transformación 

celular, el establecimiento y desarrollo de un tumor se ve favorecido por 

múltiples factores, cuya activación conduce a la proliferación celular, el 

desarrollo de nuevos vasos sanguíneos y la supresión de la respuesta inmune. 

Estos factores pueden ser intrínsecos, como las propias mutaciones, y 

extrínsecos, como lo es la asistencia de tipos celulares cuya función normal se 

ve subvertida. Aunque los mecanismos involucrados aún son motivo de 

investigación, las células estromales mesenquimales se cuentan entre estos 

tipos celulares que bajo condiciones alteradas pueden favorecer el desarrollo 

tumoral. 
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Células Estromales Mesenquimales (CEM) 

 

Las células estromales mesenquimales (CEM) son una población de 

células troncales no hematopoyéticas localizadas esencialmente alrededor de 

la vasculatura y trabécula de la médula ósea, aunque también se encuentran 

en muchos otros tejidos y debido a su gran capacidad de migrar, su presencia 

se ve incrementada en sitios de inflamación, heridas y ciertas patologías como 

el cáncer (Chapel et al., 2003). En el año 2006, la Sociedad Internacional de 

Terapia Celular propuso tres criterios para definir las células madre 

mesenquimales; primero, adherencia en cultivo; segundo, expresión de los 

antígenos CD73, CD90 y CD105 en ausencia de antígenos hematopoyéticos 

como CD34, CD45, marcadores de monocitos, macrófagos y linfocitos B; y 

tercero, capacidad de diferenciación in vitro a osteoblastos, adipocitos y 

condrocitos bajo condiciones estándar de cultivo (Paez et al., 2007). Las CEM 

expresan Complejo Principal de Histocompatibilidad clase 1 (CPH-I) pero no 

expresan moléculas CPH-II, B7-1, B7-2, CD40 o CD40L. Además, estas células 

secretan citocinas y moléculas reguladoras que juegan un papel importante en 

la proliferación y maduración de células madre hematopoyéticas (Locatelli et 

al., 2007; Aggarwal y  Pittenger 2005). Debido a las características que 

presentan las CEM, como son: su plasticidad, la secreción de citocinas y su 

baja inmunogenicidad, las hacen candidatas para terapia celular e ingeniería 

celular (Cárcamo, Trigueros 2008). Las CEM fueron usadas para la reparación 

de tejidos y recientemente han sido usadas para tratar infartos al miocardio 

(Cao et al., 2009). Sin embargo, además de su potencial terapéutico, estudios 

demuestran que las CEM favorecen el crecimiento tumoral in vivo (Djouad et 

al., 2003; Zhu et al., 2006). También se ha reportado que CEM o células 

parecidas a éstas, pueden ser aisladas de varios tumores, como linfomas y 

sarcomas de médula ósea (Cao et al., 2009) y CaCu (Montesinos et al., 2008). 

La capacidad de las CEM para favorecer el desarrollo tumoral se debe en gran 

medida al potente efecto supresor que ejercen sobre células del sistema 

inmunológico. 
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Las CEM suprimen la proliferación de células T in vitro, aún bajo condiciones 

de estímulo, ya sea en presencia de mitógenos, aloantígenos o anticuerpos 

tales como antiCD3 y antiCD28 (Rasmusson et al., 2003; Prevosto et al., 2007 

y Di Ianni et al., 2008), y se ha visto que la proliferación de linfocitos T 

citotóxicos puede ser suprimida de manera independiente del CPH. La 

supresión de la proliferación de las células T estimuladas por linfocitos 

alogénicos, células dendríticas y mitógenos, como concavalina A o 

fitohemaglutinina ha sido bien documentada (Barry, Murphy 2004). Tanto la vía 

contacto célula-célula (Beyth et al., 2005) como la actividad de factores 

solubles también mostraron estar involucrados en este proceso (Tse et al., 

2003; Di Nicola et al., 2002). Como se describe en la figura 1 por otra parte han 

sido reportados datos que sugieren que la actividad inmunosupresora de las 

CEM no está asociada con la secreción de HGF (Hepatocyte Growth Factor) o 

TGF-β1 (Transforming Growth Factor- β1) (Beyth et al., 2005; Tse et al., 2003) 

y que la supresión inmune al menos en parte, se debe a la generación de 

células Tregs CD8+ (Djouad et al., 2003, Pittenger et al., 1999; Dominici et al., 

2006; Prevosto et al., 2007 y Di Ianni et al., 2008). Más recientemente, ha sido 

reportado que las CEM alteran el perfil de secreción de varios componentes 

celulares de la respuesta inmune para inducir un fenotipo antiinflamatorio o 

tolerante, con un incremento en la secreción de Interleucina-10 (IL-10) e IL-4 y 

un decremento en la producción del factor de necrosis tumoral-α (TNF-α) e 

Interferón-γ (IFN-γ) (Aggarwal, Pittenger 2005). Finalmente ha sido postulado 

que las CEM actúan suprimiendo la diferenciación de monocitos en células 

dendríticas maduras perjudicando la estimulación de células T (Beyth et al., 

2005; Jiang et al., 2005). 

 

El potencial inmunosupresor de las CEM se combina con su perfil de migración 

asociado con inflamación. Se sabe que bajo circunstancias normales las CEM 

trasplantadas migran a la médula ósea, pero en caso de algún daño las CEM 

pueden preferencialmente movilizarse a los sitios de inflamación (Yen y Yen 

2008). Lo anterior ha sido comprobado por varios autores inicialmente por 

Studeny et al., en el 2002 en un modelo in vivo de ratones, al inyectar CEM  
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humanas marcadas con proteína verde fluorescente y mostrar su migración 

hacia tumores de melanoma implantados. Posteriormente Djouad et al., en el 

2003 encontró que el cotrasplante de CEM con células de melanoma en 

ratones favorece el establecimiento y rápido crecimiento del tumor, resultado 

que persiste aun cuando éstas son trasplantadas a un sitio distante del tumor; 

investigaciones del mismo equipo de trabajo, muestran que la presencia de las 

CEM facilita el crecimiento del tumor pero no tiene efecto en la metástasis, 

mientras que Karnoub et al., 2007 encontró que cuando se administran CEM y 

células tumorales se incrementa el potencial metastásico.  

 

 

 

Figura 1. Características inmunológicas de 
las células estromales mesenquimales, 
(Stagg, 2008)   
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Vía adenosinérgica 5’ -ectonucleotidasa (CD73) 

 

La glicoproteína CD73, de 70 kDa, es expresada de manera importante por las 

células estromales mesenquimales, y es conocida como una 5´-

ectonucleotidasa; está anclada a membrana, vinculada a 

glicosilfosfatidilinositol, y es encontrada en otros varios tejidos (Colgan et al., 

2006). Fue originalmente definida como un antígeno de diferenciación de los 

linfocitos y se expresa en muchos tipos de células incluyendo los subgrupos de 

linfocitos, las células endoteliales y las células epiteliales (Resta et al., 1998). 

Esta molécula suprime las respuestas proinflamatorias en células endoteliales 

humanas (Grünewald  y Ridley, 2010), se expresa ampliamente en muchas 

líneas celulares tumorales y está regulada en diversos carcinomas, incluidos 

los de colon, pulmón, páncreas y ovario (Spychala, 2000); y el aumento de los 

niveles de expresión se asocia con neovascularización tumoral, invasión, 

migración, adhesión y metástasis, y con menor tiempo de supervivencia en los 

pacientes con cáncer de mama (Wang et al., 2008). Se cree que las acciones 

biológicas de CD73 son una consecuencia de la actividad enzimática 

fosfohidrolítica regulada de nucleótidos extracelulares, hidrolizando nucleótidos 

monofosfatos hacia nucleósidos bioactivos intermedios. CD73 unido a 

superficie metaboliza adenosina 5´-monofosfato (AMP) a adenosina (Colgan et 

al., 2006; Zhang, 2010). 

 

Se ha propuesto que la protección de tumores de las células T antitumorales es 

debido a la inmunosupresión mediada por la producción de adenosina 

extracelular por la vía adenosinérgica, la cual está presente en células 

cancerosas y constituye un importante mecanismo de escape inmune en 

tumores (Sitkovsky  et al., 2008; Pellegatti et al., 2008). En esta vía, por efecto  

de la ectonucleotidasa trifosfato difosfohidrolasa-1 (CD39) y la 5’ 

ectonucleotidasa (CD73) la hidrólisis enzimática de ATP extracelular conduce a  

la generación de adenosina extracelular (Kobie et al 2006). La generación de 

adenosina a través de este proceso ha sido reportado en células T reguladoras, 

células dendríticas foliculares y células epiteliales entre otras (Decking et al.,  
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1997; Synnestvedt et al., 2002; Kobie et al., 2006; Deaglio et al., 2007 y Resta 

et al., 1998). También se ha demostrado que células epiteliales tumorales de 

ratones expresan CD39 y CD73 y que algunas células tumorales, por ejemplo, 

de melanoma pueden producir adenosina. Es importante resaltar que CD73 es 

significativamente aumentada en los tejidos cancerosos acompañada de una 

alta actividad enzimática, lo que puede mediar en la producción de adenosina 

extracelular (Zhang, 2010; Spychala, 2000). Por lo tanto las células tumorales 

contribuyen a los elevados niveles de la adenosina en el microambiente 

tumoral a través de la actividad enzimática de CD73 y sus altos niveles de 

expresión en el tumor probablemente sean inducidos en el microambiente 

tumoral local (Giaccia et al., 2003; Semenza, 2003). 

 

Las funciones específicas inmunosupresoras de la adenosina incluyen la 

inhibición potencial de una serie de respuestas de células T como: regulación 

de CD25, secreción de IL-2 y citocinas proinflamatorias como el interferón-γ y 

factor de necrosis tumoral α (TNF-α), inducción de moléculas efectoras 

citolíticas como perforinas y el ligando Fas, adhesión de los linfocitos asesinos 

a las células tumorales, exocitosis de gránulos por los linfocitos T citotóxicos, 

además puede suprimir células NK, e inhibe la proliferación de células T 

(Hoskin et al., 2008).  

 

La adenosina extracelular induce sus potentes efectos inmunosupresores vía 4 

receptores (AR), específicos bien caracterizados: A1, A2A, A2B y A3 (Fredholm 

et al., 2001; Linden et al., 2001). Los AR ejercen efectos sobre respuestas de 

células del sistema inmune como macrófagos, células dendríticas, neutrófilos, 

mastocitos y linfocitos. Además de regular la función de los linfocitos 

indirectamente mediante la estimulación de ARs en las células inmunes innatas 

como las células dendríticas, la adenosina también puede afectar directamente 

respuestas de los linfocitos mediante la unión y la activación de estos 

receptores. ARA2A es un receptor de adenosina dominante en el dictado de 

respuestas de los linfocitos (Haskó et al., 2008). Los receptores A2A y A2B, se 

encuentran dispuestos predominantemente en la membrana de linfocitos T 

citotóxicos CD8+, y son los responsables para ejercer un efecto regulador 
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sobre estas células efectoras (Lappas et al., 2005; Huang et al., 1997; Koshiba 

et al., 1997). El receptor A2A de alta afinidad a adenosina, tiene un papel crítico 

en la protección del tejido normal contra la inflamación (Linden 2001; Jacobson, 

Gao, 2006). Sin embargo, se ha propuesto que el receptor A2A dispuesto en la 

membrana de los linfocitos T, protege a los tumores de la actividad antitumoral 

por estas células efectoras en un microambiente rico en adenosina (Otha et al., 

2006). En un estudio reciente se ha demostrado que la vía adenosinérgica 

(CD73-Adenosina) a través de la producción de adenosina y su interacción con 

receptores A2B de adenosina incrementa la producción de IL-10 en célula de 

microglia (Koscsó et al., 2012).  

 

Dadas las fuertes propiedades inmunosupresoras de la adenosina y su 

concentración alta en los tumores sólidos, es razonable inferir que la adenosina 

puede constituir una parte importante de la llamada "barrera inmunológica" que 

conduce a un fracaso en la respuesta inmune antitumoral. Recientemente se 

han ideado algunos sistemas para contrarrestar el efecto inmunosupresor de 

adenosina en tumores, por ejemplo como se describe en la figura 3 la actividad 

de la 5'-nucleotidasa puede ser inhibida por una variedad de análogos de 

nucleótidos di-y tri-fosfatos. Los análogos del nucleótido ADP son más potentes 

que los de ATP. El análogo de ADP, adenosina 5’- αβ-metileno difosfato 

(APCP) es un inhibidor relativamente selectivo de la enzima 5'-ectonucleotidasa 

(Sowa et al., 2010; Zimmermann, 1992) y ha sido probado con éxito en 

modelos de tumores (Zhang, 2010). Por otro lado, se ha empleado el uso de 

antagonistas del receptor A2A como la cafeína, lo que ha permitido la 

reactivación de la actividad funcional de linfocitos T efectores y la disminución 

del tamaño tumoral (Ohta et al., 2006).  
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Figura 2. Vía adenosinérgica. Esquema del metabolismo de la adenosina 
extracelular inducida por el tumor en la supresión inmune, (Zhang et al., 2010). 
 

 

Sistema Inmune  

 

El término inmunidad deriva de la palabra latina immunitas,  las células y 

moléculas responsables de la inmunidad constituyen el sistema inmunitario, y 

la respuesta global coordinada a la introducción de sustancias extrañas es la 

respuesta inmunitaria. Los mecanismos que normalmente protegen a los 

individuos de las infecciones y eliminan las sustancias extrañas son capaces, 

en ciertas circunstancias, de producir por si mismos lesiones y enfermedades 

tisulares. Por lo tanto, una definición de inmunidad es una reacción a 

sustancias extrañas, incluidos los microorganismos así como macromoléculas 

tales como proteínas y polisacáridos, cualesquiera que sean las repercusiones 

fisiológicas o patológicas de esta reacción (Abbas et al., 2006).  La inmunidad 

es mediada por una variedad de diferentes células y moléculas, que son 

responsables de dos diferentes, pero relacionados sistemas, la Inmunidad 

Natural o Innata y la Inmunidad Específica, Adquirida o Adaptativa (Parham 
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2003). En la figura 3 las células y las moléculas de los sistemas inmunitarios 

innato y adaptativo identifican y eliminan los microorganismos que han 

superado las barreras físicas y químicas y han logrado entrar en los tejidos 

blandos. Para responder a la infección el sistema inmunitario usa mecanismos 

innatos que son rápidos pero limitados y mecanismos adaptativos que se 

inician con lentitud pero que finalmente son poderosos y de memoria rápida. 

Además los vertebrados han desarrollado la defensa adicional de las 

respuestas inmunitarias adaptativas, que incluyen la participación de linfocitos 

T y B.  

 

 

Inmunidad innata 

 

La inmunidad innata comprende, en primer lugar, barreras físicas y 

anatómicas: la piel y los epitelios de los tractos respiratorio, digestivo y 

genitourinario. La integridad de estas barreras naturales impide la penetración 

de los patógenos en el organismo. Si la barrera impuesta por los epitelios a los 

microorganismos patógenos se supera, se establece en el organismo un foco 

infeccioso primario. A fin de hacerle frente, la inmunidad innata pone en marcha 

de inmediato un conjunto de mecanismos celulares y humorales. Entre los 

componentes celulares se destacan: neutrófilos, eosinófilos, macrófagos, 

células NK (Natural Killer), células dendríticas, mastocitos, células endoteliales. 

Los mecanismos humorales involucran: el sistema del complemento, las 

proteínas de fase aguda, los interferones α y β (Fainboim, Gefner 2005).  

 

La gran mayoría de los microorganismos infecciosos son eliminados en horas 

por las células y moléculas del sistema inmune innato, las cuales reconocen 

constituyentes comunes de muchos microorganismos y son activadas 

inmediatamente al contacto con los agentes invasores. Estas células y 

moléculas poseen la habilidad para distinguir lo infeccioso (o infectado) de lo no 

infeccioso (o no infectado), a través de receptores capaces de reconocer 

constituyentes comunes de microorganismos y activar su destrucción, o a 
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través de mecanismos para reconocer constituyentes comunes de las células 

sanguíneas e inhibir su destrucción (Robertson, 1998). 

 

 

Inmunidad Específica, Adquirida o Adaptativa 

 

Una segunda forma de inmunidad, conocida como inmunidad adaptativa, 

se establece en respuesta a las infecciones y se adaptará para reconocer, 

eliminar y más tarde recordar al patógeno invasor. La inmunidad adaptativa se 

desarrolla a partir de la innata y comienza pocos días después de la infección 

inicial (Kindt, 2007). Hay dos tipos de respuesta inmunitaria adquirida, la 

inmunidad humoral y la celular, las cuales están mediadas por diferentes 

componentes del sistema inmunitario y cuya función es eliminar diferentes tipos 

de microorganismos o de sustancias extrañas que inducen una inmunidad 

específica llamadas antígenos (Ag) (Abbas et al., 2006). 

 

 
 
Figura 3.  Inmunidad innata y adaptativa. Los mecanismos de la inmunidad innata 
constituyen la primera barrera defensiva contra la infección. Las respuestas 
inmunitarias adaptativas se desarrollan después y consisten en la activación de los 
linfocitos T y B, (Abbas et al, 2006). 
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Inmunidad humoral  

 

En la inmunidad humoral participan moléculas presentes en la sangre y 

en las mucosas, denominadas anticuerpos, que se producen a partir de células 

conocidas como linfocitos B. Estos anticuerpos reconocen específicamente 

antígenos microbianos, y los linfocitos neutralizan la infectividad de los 

microorganismos y dirigen su acción para su eliminación por diversos 

mecanismos efectores. La inmunidad humoral es el principal mecanismo de 

defensa frente a los microorganismos extracelulares y sus toxinas debido a que 

los anticuerpos secretados pueden unirse a estos microorganismos y toxinas 

para facilitar su eliminación (Roitt, 2004). 

 

 

Inmunidad Celular  

 

En la inmunidad celular, también llamada inmunidad mediada por 

células, participan células llamadá linfocitos T. Los microorganismos 

intracelulares, tales como los virus y algunas bacterias, sobreviven y proliferan 

en el interior de los fagocitos y otras células del huésped, lugar al que no tienen 

acceso los anticuerpos circulantes. La defensa frente a este tipo de infecciones 

depende de la inmunidad celular que induce la destrucción de los 

microorganismos residentes en los fagocitos o de las células infectadas. 

(Abbas et al., 2006) 

 

 

Linfocitos T 

 

Las células T no producen anticuerpos, sus receptores de antígenos son 

moléculas de la membrana distintas de los anticuerpos, pero estructuralmente 

relacionadas con ellos. Los linfocitos T colaboradores y citotóxicos (LTC), 

tienen una especificidad limitada para los antígenos; sólo reconocen antígenos 

peptídicos unidos a proteínas del huésped codificadas por genes del complejo 

principal de histocompatibilidad (CPH) y que se expresan en la superficie de 
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otras células (Stites et al., 2000). Los linfocitos T, células de la inmunidad 

celular, se subdividen en poblaciones funcionalmente diferentes, de las cuales 

las mejor definidas son las células T colaboradoras (CD4) y las células T 

citotóxicas (CD8), los linfocitos maduros expresan casi siempre una de las dos 

proteínas y ésta se relaciona con su función celular y con el tipo de proteína 

CPH que reconocen. Aproximadamente el 70% de las células T son CD4 

mientras que el 25% son CD8; cerca del 4% fuera del timo son CD4- CD8-, 

dobles negativas y el 1% pueden ser doble positivas (Abbas et al., 2006). 

 

Los linfocitos T auxiliares o CD4+, reconocen péptidos presentados por 

moléculas del CPH-II. Este reconocimiento es el estímulo inicial para su 

activación, además secretan proteínas llamadas citocinas que promueven la 

proliferación y diferenciación siendo la principal la interleucina 2 (IL-2). Se 

pueden distinguir dos grupos de células de las reacciones defensoras: TH1 que 

secretan: IL-2, IL-3, IFNγ y factor de necrosis tumoral (TNF) y las TH2 que 

secretan: IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 y GM-CSF (Marais et al., 1999). 

 

Los linfocitos T citotóxicos tienen la capacidad de destruir células extrañas; 

presentan en su superficie moléculas CD8+ y sólo reconocen péptidos 

antigénicos presentados por moléculas CPH-I. El linfocito T citotóxico activado 

produce gránulos citolíticos constituidos por enzimas proteolíticas (perforinas) 

para destruir células blanco (Van Leuween et al., 1999). Por lo tanto los 

linfocitos CD8+ han sido considerados por muchos años las principales células 

efectoras contra el crecimiento de tumores (Abbas et al., 2006). 

 

Dentro de las funciones más importantes de los linfocitos T están la defensa 

frente a microorganismos intracelulares y la activación de otras células, como 

macrófagos y linfocitos B. La tarea de mostrar los antígenos de los 

microorganismos asociados a células para su reconocimiento por las células T 

es realizada por proteínas especializadas codificadas por genes situados en un 

locus llamado Complejo Principal de Histocompatibilidad (Roitt, 2004). 
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Complejo Principal de Histocompatibilidad (CPH)  

 

Las moléculas de histocompatibilidad, llamadas en su conjunto como 

genes de histocompatibilidad, pueden influir en la capacidad de respuesta 

inmunitaria frente a antígenos particulares moldeando el repertorio de células T 

maduras. Las moléculas codificadas por los genes de histocompatibilidad en 

humanos son conocidas como Antígenos Linfocitarios Humanos (HLA, del 

inglés Human Leukocyte Antigens); mientras que en ratón son denominados 

como antígenos H-2 (Rojas et al., 2001; Anibal et al., 1996; Guizar, 2001). 

Existen cuando menos cuatro familias de antígenos codificados por genes 

situados en la región CPH: los antígenos de clase I, II, III y IV. Dos de estas 

familias de antígenos CPH se muestran en la figura 4, (antígenos de clase I y 

II) corresponden a los antígenos principales de histocompatibilidad por ser las 

que participan en la comunicación entre células, la presentación de antígenos, 

regulación inmune, vigilancia inmunológica (importante para la detección y 

eliminación de células tumorales) y también como potentes antígenos de 

trasplante (Anibal et al., 1996).  

 

Las moléculas de CPH de clase I están constituidos por dos cadenas 

polipeptídicas separadas; una de 338 aminoácidos codificada por el CPH, 

denominada pesada, (cadena α) y otra cadena de 12 a 16 aminoácidos 

denominada ß2-microglobulina asociada no covalentemente a la cadena α y no 

unida directamente a la célula. Los genes que codifican para la cadena pesada 

de las moléculas de histocompatibilidad se encuentran en el cromosoma 6 en 

humanos; ß2-microglobulina es codificada en el cromosoma 15 en humanos. 

En el hombre existen tres CPH de clase I distintas, éstas son HLA-A, HLA-B y 

HLA-C, mientras que en ratón son H2-K, H2-D y H2-L, y todas ellas cumplen la 

función de presentación de péptidos a los linfocitos T CD8+. En cada caso, las 

moléculas codificadas por los tres locus se expresan simultáneamente en la 

superficie de casi todas las células con excepción de los glóbulos rojos y el 

sincitio del trofoblasto (Trigo, Jimenez, 1997). 
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Figura 4. Vías CPH Procesamiento y presentación de antígeno, (Kindt et al. 2007). 
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Complejo principal de histocompatibilidad Clase I (CPH-I)  

 

Las moléculas de CPH de clase I, se expresan de manera constitutiva en 

prácticamente todas las células; este patrón de expresión está ligado a las 

funciones de las células T con restricción por moléculas clase I del CPH.  

Debido a que los virus pueden infectar cualquier célula nucleada, todas las 

células de este tipo deben presentar los ligandos que serán reconocidos por las 

células T CD8+, proporcionando así un sistema de presentación de los 

antígenos virales (Goldsby et al., 2004; Estupiñán, 2004). 

 

Como se muestra en la figura 5 las moléculas CPH clase I son sintetizadas en 

el retículo endoplásmico (RE) y en este sitio adquieren péptidos derivados de la 

degradación de proteínas citosólicas,  provenientes  de virus o de proteínas  

propias transformadas (en el caso de células tumorales) que son fragmentadas 

por proteasas multicatalíticas, constituídas por dos subunidades de bajo peso 

molecular denominadas LMP2 y LMP7, este conjunto enzimático es llamado 

proteasoma. Los péptidos generados por proteasomas son transportados al 

interior del RE por una proteína heterodímerica denominada TAP (TAP-1/TAP-

2) localizada en la membrana del RE y directamente comunicada con las 

moléculas CPH recién sintetizadas. Los péptidos se unen entre los dominios 

alfa 1 y alfa 2 de la cadena pesada del CPH y al ensamblarse con la subunidad 

ß2-microglobulina, el complejo formado (CPH-péptido) es trasladado a la 

membrana celular para ser presentado al receptor del linfocito T (Murphy et al., 

2008). 
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Figura 5. Procesamiento de antígeno asociado a moléculas del CPH-I (Abbas, 
2004). 
 

Virus del Papiloma Humano (VPH) y Cáncer Cérvico Uterino (CaCu) 

 

El cáncer cervical o carcinoma de cuello uterino (CaCu), es la segunda 

causa más frecuente de muerte por neoplasias en mujeres en todo el mundo, 

después del cáncer de mama (Clifford et al., 2002; Monie et al., 2009), siendo 

un problema importante de salud pública, con medio millón de nuevos casos y 

cerca de 300.000 muertes cada año (Insinga et al., 2009). En los países en 

desarrollo, el CaCu a menudo es el cáncer más común en las mujeres y puede 

constituir hasta un 25% de todos los tipos de cáncer en la mujer (Harro et al., 

2001); en México, esta enfermedad es una de las principales causas de 

mortalidad de mujeres entre 35- 59 años de edad (Sosa et al., 2009). 
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La familia de los VPH cuenta con más de 150 tipos virales que en función de su 

tropismo se clasifican en cutáneos y mucosales. Los cutáneos se detectan 

primordialmente en las verrugas cutáneas, en las lesiones cutáneas de 

enfermos con epidermodisplasia verruciforme y en algunos cánceres de piel 

diferentes a melanoma. En relación con su potencial oncogénico, los VPH 

mucosales se clasifican en tipos de alto, probable y de bajo riesgo oncogénico. 

(Castellsagué et al., 2007) 

 

Los reportes epidemiológicos señalan que el ADN del VPH se presenta en 

99.7% de los casos positivos CaCu y en estudios nacionales se ha reportado 

que la presencia de VPH de alto riesgo aumenta 78 veces la probabilidad de 

presentar CaCu (Hernández et al., 2002; Tirado et al., 2005). Alrededor de 30 

tipos de VPH causan infecciones ano-genitales, como se aprecia en la figura 6  

(Joura et al., 2007); de éstos, 15 serotipos se consideran de alto riesgo (Muñoz 

et al., 2004) siendo los tipos 16, 18, 31 y 45 los más frecuentes. Los tipos 16 y 

18 originan 70% de los casos de CaCu (Bosch et al., 2008). 

 

 
 
Figura 6. Riesgo oncogénico asociado a los diferentes genotipos virales 
causantes del CaCu (Markowitz et al., 2007). 
 

Se estima que al menos la mitad de las mujeres en el mundo se ha infectado 

por VPH en algún momento en su vida. La infección por el VPH causa además 
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otros carcinomas anogenitales, incluyendo el cáncer de pene, vagina, vulva y 

ano. Además, se ha implicado al VPH como posible agente causal de cánceres 

no anogenitales, como algunos carcinomas de células escamosas de cabeza y 

cuello (García, 2007). 

 

El VPH pertenece a la familia Papilomaviridae, de estructura icosahédrica de 

72 capsómeros (60 hexámeros y 12 pentámeros) con un diámetro aproximado 

de 55nm, como se aprecia en la figura 7 (Hebner et al., 2006). Los VPH son 

pequeños, con un genoma circular de doble cadena de aproximadamente 8kb 

mostrado en la figura 8 (Howley et al., 2006). El genoma del VPH comprende 

ocho marcos de lectura abierta (ORF) divididos entre la región temprana que 

codifica las proteínas E1, E2, E4, E5, E6 y E7 y la región tardía, que codifica 

las proteínas L1 y L2. (Spink et al., 2005).  

 

  
 
Figura 7. Estructura de una partícula del Virus del Papiloma Humano (VPH) 
(Hebner et al., 2006).   
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Figura 8. Genoma del VPH (Schiffman et al., 2007) 

 

Las distintas etapas del ciclo de vida de VPH se desarrollan en la zona de 

transformación cervical, mostrada en la figura 9 en ella permanentemente sufre 

cambios en el epitelio escamoso, que es el área más vulnerable a la infección 

del epitelio cervical (Giroglou et al., 2001). En la célula infectada la expresión 

de las proteínas E1 y E2 conduce la replicación del genoma viral manteniendo 

inicialmente un bajo número de copias de ADN. Sin embargo, este número de 

copias aumenta dramáticamente cuando se mueven las células infectadas a las 

capas superiores del epitelio. Durante esta fase de amplificación, los genomas 

son empaquetados en viriones infecciosos antes de su liberación. La activación 

del promotor dependiente de diferenciación conduce a una mayor expresión de 

las proteínas E1, E4 y E5, mientras que la  L1 y la L2 se expresan en la capa 

superior del epitelio para facilitar su ensamblaje y la formación de viriones. El 

virión que se libera puede infectar el epitelio basal o extenderse a nuevos 

huéspedes (Stanley, 2006). 
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Las oncoproteínas E6 y E7 del VPH actúan para aumentar la proliferación de 

las células infectadas por el VPH en el epitelio. La actividad de estas proteínas 

subvierte el proceso normal de diferenciación terminal, provocando un aumento 

en el número de células infectadas que a la larga producen viriones 

infecciosos. Las proteínas E6 y E7 estimulan la progresión del ciclo celular y 

ambas están asociadas con reguladores del ciclo celular. La principal función 

de la proteína E6 es la de unirse a la proteína supresora de tumores p53 en 

conjunción con la ligasa de ubiquitina celular E6AP y marcar a p53 para la 

degradación. Por otra parte, la asociación de E7 con los miembros de la familia 

de proteínas reguladoras del ciclo celular ha sido bien caracterizada. Se sabe 

que pRb es un regulador negativo del ciclo celular que controla la entrada en la 

fase S al asociarse con los miembros de la familia E2F de factores de 

transcripción de ADN; en este sentido, E7 interrumpe esta función mediante la 

unión a pRb y desplazando las proteínas E2F. Por lo tanto las células entran en 

la fase S y activan los factores de la replicación celular, necesarios para la 

replicación viral. E7 también marca pRb para la degradación proteolítica por la 

vía de proteosomas de ubiquitina a través del proteosoma 26S (Abdul et al., 

2009). 

 

 
Figura 9. Etapas del ciclo de vida del VPH (Frazer, 2004) 
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Respuesta inmune contra el CaCu y sus mecanismos de evasión. 

 

El VPH ha evolucionado conjuntamente con los humanos durante mucho 

tiempo y por tanto, su ciclo replicativo es muy complejo, de tal forma que puede 

infectar el tracto genital femenino durante varios años con un bajo perfil de 

expresión, lo que genera una muy pobre respuesta inmune innata (Tindle, 

2002). Cuando logra establecerse, una respuesta adaptativa es más eficiente, y 

por eso, aunque la tasa de infección es muy alta, no todas las infecciones 

progresan hasta CaCu (Doorbar, 2006), debido a que el 70-90% de mujeres 

infectadas resuelven la infección en 12 a 30 meses (Evander et al., 1997; Ho et 

al., 1998). Sin embargo, cuando la infección es persistente y el sistema inmune 

está  suprimido, se puede favorecer  la integración del genoma del VPH a la 

célula hospedera, y eventualmente el desarrollo de una neoplasia que puede 

derivarse hacia tumores avanzados con metástasis (Zur Hausen, 2000). 

 

Las infecciones virales son inicialmente intracelulares y los antígenos virales 

escapan al alcance de los anticuerpos. El sistema inmune está involucrado en 

la infección primaria y en la progresión maligna de las lesiones por el VPH, en 

especial la respuesta inmune mediada por células. En las etapas previas al 

cáncer invasor, el sistema inmunológico aún es capaz de combatir y promover 

la regresión o mantener el tumor localizado. Durante la regresión de las 

verrugas genitales se presentan infiltrados locales de células mononucleares, 

incluyendo LTC, NK y macrófagos que invaden la epidermis y destruyen las 

células neoplásicas. Sin embargo las células tumorales han desarrollado 

durante su generación múltiples mecanismos inmunosupresores con el 

propósito de evadir el reconocimiento inmune o suprimir los mecanismos 

efectores de células T antitumorales. Estos mecanismos pueden cooperar en 

etapas avanzadas del cáncer para limitar la capacidad del sistema inmune para 

frenar el tumor y la eficacia de las estrategias de inmunoterapia para erradicar 

con éxito las células malignas (Rabinovich et al., 2007). 

 

Dichos mecanismos incluyen: anormalidades en la presentación de antígenos 

como la ausencia total de la expresión de CPH-I causada por mutaciones del 
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gen β2-microglobulina; disminución de la expresión de CPH-I debido a la 

pérdida selectiva de los distintos alelos HLA (Rivoltini et al., 2002; Hicklin et al., 

1999; Wang Z et al., 1993; Natali et al., 1989); presentación deficiente de los 

antígenos tumorales también debida a defectos en la maquinaria de 

procesamiento de antígenos, incluyendo las mutaciones del transportador 

asociado con el procesamiento de antígenos (TAP) y los componentes del 

inmunoproteasoma (LMP2 y LMP7) (Marincola et al., 2000; Rivoltini et al., 

2002); falla en la respuesta inmune mediada por linfocitos T auxiliares tipo Th1 

y por linfocitos T citotóxicos; además de la evasión de la respuesta inmune por 

el tumor se ve favorecida por la inducción de linfocitos T reguladores 

específicos de antígeno, su influjo en el tumor y nódulos linfáticos de pacientes 

con CaCu avanzado (Visser et al., 2007; Molling et al., 2007; Nakamura et al., 

2007; Piersma et al., 2007).  

 

Debido a la estrecha relación causal entre la infección por el VPH y el 

desarrollo de CaCu y otras patologías, se desarrollan múltiples estrategias que 

tienen como objetivo prevenir o revertir la transformación celular inducida por el 

virus, por medio del reconocimiento inmune de las células infectadas. De este  

 

modo, ha sido profusamente empleado como modelo de progresión tumoral la 

implantación en ratones de células singénicas transfectadas para expresar las 

proteínas virales. Particularmente, las células TC-1 en los ratones C57BL/6 

desarrollan tumores que permiten evaluar la eficacia de inmunizaciones 

dirigidas hacia las proteínas oncogénicas E6 y E7 del HPV-16, en el contexto 

de moléculas de histocompatibilidad clase-I H-2b.    
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PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACIÓN DEL PROBLEMA 
 
        El cáncer es un problema de salud pública en todo el mundo, representando unas 

de las causas principales de decesos (OMS, 2014). El cáncer cervico-uterino se 

encuentra fuertemente asociada con la infección por el Virus de Papiloma Humano 

(VPH) de alto riesgo (Walboomers et al, 1999). Se ha reportado que durante el 

desarrollo de la neoplasia cervical, varios factores inmunosupresores pueden intervenir 

para evitar la respuesta inmune celular de manera eficiente, ya que las células 

tumorales han desarrollado múltiples mecanismos para evadir el reconocimiento 

inmune (Tindle, 2002). Los tumores muestran comúnmente una disminución en la 

expresión de moléculas CPH-I  y en las moléculas del procesamiento de antígenos, lo 

cual está asociado con un bajo o nulo reconocimiento mediado por células T (Mehta et 

al., 2008). Este fenómeno está relacionado con  la infiltración  de células 

inmunosupresoras en el microambiente tumoral, tal como las células T reguladoras y 

células estromales mesenquimales (Crosbie et al, 2013). Nuestro grupo de 

investigación ha obtenido y caracterizado CEM. En estudios in vitro hemos encontrado 

que CEM cocultivadas con células tumorales de cáncer cérvico uterino, favorecen la 

disminución en la expresión de moléculas CPH-I  en las células tumorales, evitando el 

reconocimiento por linfocitos T citotóxicos.  Además la producción  IL-10 fue asociada 

con la disminución en la expresión de moléculas CPH-I en las células tumorales 

Aunado a esto la producción de IL-10 fue asociada con un bajo o nulo reconocimiento 

por las moléculas CPH-I en células tumorales (Montesinos et al, 2013). En nuestro 

grupo de estudio se han realizados trabajos en un modelo de ratón con una protección 

inmune y se sometió a un reto tumoral, donde se observó que al administrar CEM, 

estas células son capaces de suprimir la respuesta inmune antitumoral y de favorecer 

el crecimiento tumoral (Don, 2010 y Contreras, 2011). Por ello en este estudio se 

plantea analizar si la generación de adenosina mediante la vía adenosinérgica (CD73-

adenosina) influye en la disminución de moléculas CPH-I  en las células tumorales 

cuando éstas son cocultivadas con las CEM. Los resultados de este estudio serán de 

gran importancia para poder establecer estrategias terapéuticas que permitan 

contrarrestar la evasión de la respuesta inmune producida  por las CEM y mejorar la 

respuesta inmune antitumoral. 
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HIPÓTESIS  
 

 

 Se sabe que las células estromales mesenquimales (CEM) son atraídas 

hacia el microambiente tumoral donde secretan diversos factores con función 

inmunosupresora y que eventualmente pueden favorecer el desarrollo tumoral. 

Entre estos factores se cuentan la producción de adenosina y de interleucina-

10. También, está ampliamente documentado que el desarrollo tumoral se 

asocia con una deficiente actividad de linfocitos T CD8+ citotóxicos. Por tanto, 

en el presente estudio se espera una disminución en la expresión de moléculas 

CPH-I (H-2b) en las células tumorales de  ratón TC-1 al cultivarlas con CEM-

CN. 
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OBJETIVOS  
 
 
Objetivo general  
 
Analizar el efecto de células estromales mesenquimales derivadas de cérvix 

normal (CEM-CN) en la proliferación y en la expresión de moléculas del CPH-I 

(H-2b) de células tumorales TC-1. 

 

 

 

Objetivos particulares  

 

a) Evaluar el efecto de CEM-CN sobre la expresión de moléculas CPH-I (H-

2b) en las células tumorales TC-1.  

 

b) Analizar la participación directa de Adenosina y AMP sobre la expresión 

de moléculas CPH-I (H-2b) en las células tumorales. 

 
c) Evaluar la presencia de IL-10 de medios condicionados de cultivos y 

cocultivos de CEM-CN y células TC-1. 

 

d) Evaluar el efecto de CEM-CN sobre la proliferación  las células 

tumorales TC-1. 

 

e) Analizar la participación directa de Adenosina y AMP sobre la 

proliferación en las células tumorales TC-1. 
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MATERIAL Y MÉTODO  
 
 
Líneas y estirpes celulares.   
 

Las células TC-1 son derivadas de carcinoma de pulmón de ratón 

C57BL/6, y expresan de manera permanente los genes E6 y E7 de VPH-16 

junto con el gen Ras (Lin et al., 1996). Estas células fueron cultivadas con 

medio de cultivo RPMI 1640 (Life Technologies, USA) suplementado con suero 

fetal de bovino (Life Technologies, USA) al 10%. También se emplearon células 

estromales mesenquimales (CEM) provenientes de cérvix normal (CEM-CN) 

mantenidas con medio de cultivo DMEM bajo en glucosa (Life Technologies, 

USA) suplementado con suero fetal de bovino (Life Technologies, USA) al 15%. 

Las CEM utilizadas en este proyecto fueron caracterizadas bajo los criterios 

morfológicos, fenotípicos y de diferenciación, establecidos por la Sociedad 

Internacional de Terapia Celular (Montesinos et al., 2009). Todas las células 

fueron cultivadas en condiciones de esterilidad y mantenidas bajo condiciones 

reguladas en una incubadora (Forma Scientific, USA) a 37oC con 5 % de CO2 y 

humedad saturada. 

 
 
Evaluación del efecto de CEM-CN y adenosina en la proliferación y 
expresión de moléculas CPH-I (H-2b) de células TC-1.  
 

Para analizar el efecto de las CEM-CN sobre la proliferación y expresión 

de moléculas H-2b en las células tumorales TC-1, se realizaron cocultivos de 

forma directa entre 5x104 CEM-CN y 2x105 TC-1, mantenidos con 60% de 

medio de cultivo DMEM y 40% de medio de cultivo RPMI 1640 con suero fetal 

de bovino (SFB) (Life Technologies, USA) al 15%, durante 96 horas. 

 

Para evaluar el efecto de la adenosina, 2x105 células TC-1 fueron incubadas en 

RPMI al 10% de SFB (Life Technologies, USA) durante 96 horas en presencia 
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de diferentes concentraciones de adenosina purificada (Sigma,USA) y de AMP 

y APCP (Sigma, USA) donde correspondía. 

 

 

Determinación de la expresión de moléculas del CPH clase I (H-2b).  
 

Después de los cultivos de 4 días, las células se cosecharon por 

remoción con tripsina 0.05% en EDTA, y se pasaron a placas de 96 pozos 

fondo U para incubarse con anticuerpo anti-H-2Db/H-2Kb (Novus Biologicals, 

USA), a una dilución 1:50 durante 30 minutos en frío (<5°C) y en obscuridad. 

Después de este tiempo, las células se lavaron con PBS-SFB al 2%, para 

eliminar el exceso del anticuerpo. Posteriormente las células se incubaron con 

un anticuerpo secundario (FITC-Goat anti-mouse IgG Zymed Laboratories 

Invitrogen Immunodetection, USA) (dilución 1:100) por 15 minutos a 4°C y en 

obscuridad, y se lavaron las células con PBS-SFB 2% en 2 ocasiones. Por 

último las células se colocaron en tubos de plástico con 200 μl de solución 

PBS-SFB y con 200μl de paraformaldehído al 4% para fijar las células y realizar 

su lectura en un citómetro de flujo (FACScalibur Becton Dickinson, USA).  

 

 

Determinación de la concentración de IL-10 en los medios condicionados 
por CEM-CN y TC-1.  
 

Para determinar la concentración de IL-10 en medios condicionados por 

las células tumorales TC-1 cocultivadas con  CEM y TC-1 cultivadas con medio 

previamente condicionado de CEM-CN se utilizó la técnica de ELISA 

(PeproTech).  

 

En una placa para ELISA de 96 pozos (Costar USA), se colocaron por triplicado 

100μl de un anticuerpo monoclonal específico para IL-10 a una concentración 

de 2.0μg/ml y se dejó incubando durante toda la noche. Al día siguiente, la 

placa se lavó 4 veces con 300μl de una solución de lavado (PBS-Tween-20 

0.05%) y se bloquearon los espacios vacíos con una solución de bloqueo 
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(BSA-PBS 1%) por 1h. Una vez transcurrido este tiempo se procedió a lavar 4 

veces y se añadió 100μl de una muestra estándar en diferentes 

concentraciones (3000-46.8) y 100μl de la muestra problema, y se incubó por 

2h. Una vez transcurrido este tiempo se lavó 4 veces la placa con 300μl de una 

solución de lavado (PBS-Tween 0.05%) y a continuación se adicionaron 100μl 

de un anticuerpo específico para IL-10 y ligado a la enzima peroxidasa a una 

concentración de 0.5μg/ml dejándolo en incubación por 2h (este anticuerpo fue 

diluido en una solución de PBS-0.05%Tween-20 y 0.1% BSA). Después se 

realizaron 4 lavados para remover el anticuerpo ligado a enzima que no se 

unió; después se adicionó 100μl por pozo de una solución de avidin-HRP 

conjugada 1:2000 y se incubó por 30min. Posteriormente se lavó 4 veces y se 

añadió 100μl de substrato ABTS (2,2’azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic 

acid, SIGMA,USA) a temperatura ambiente; se monitoreó el desarrollo de color 

cada 10min durante 1h. La intensidad del color verde fue determinada en un 

lector de placas de ELISA (Molecular Device Emax) a una longitud de onda de 

405nm con una corrección a 650nm.  

 
 
Evaluación de la proliferación celular.  
 
         Para medir la proliferación de las células tumorales TC-1, se marcaron 

1x106 células con 1μM de Carboxyfluorescein-succinimidyl-ester (CFSE, 

Sigma) en 1 ml de PBS durante 15 min a temperatura ambiente. Después de 

dos lavados con medio de cultivo con SFB se contaron las células para 

sembrarlas con los tratamientos correspondientes. Al término de 4 días de 

cultivo, se midió la fluorescencia emitida por la CFSE en las células TC-1 a 

través de citometría de flujo. Una disminución en la intensidad de la 

fluorescencia emitida por la CFSE es considerada como un indicativo 

proporcional de proliferación celular. 
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RESULTADOS 
 
Células estromales mesenquimales derivadas de cérvix normal inducen 
una reducción en la expresión de moléculas del CPH clase I (H-2b) en 
células tumorales TC-1. 
 

Las células estromales mesenquimales tienen la capacidad de suprimir 

al sistema inmune, afectando la respuesta de linfocitos T, linfocitos B, y células 

asesinas naturales, e induciendo células dendríticas tolerogénicas inmaduras y 

linfocitos T reguladores (Uccelli et al., 2007; Rasmusson et al., 2003; Prevosto 

et al., 2007 y Di Ianni et al., 2008). Sin embargo, se desconoce si las CEM 

afectan también directamente a las células tumorales para favorecer su escape 

inmunológico. Por tanto, en el presente estudio evaluamos in vitro, si las CEM 

provenientes de Cérvix Normal (CEM-CN), influyen en el reconocimiento de 

células tumorales por parte de los linfocitos T citotóxicos, el cual depende de la 

expresión de las moléculas del CPH clase-I en las células blanco. 

 

        Las células TC-1 de ratón se cultivaron en presencia de CEM-CN o de 

medio previamente condicionado por CEM-CN. Después de 4 días se analizó la 

expresión superficial de moléculas H-2b en las células TC-1 y en ambos casos 

se observó una disminución en su expresión entre 30 y 40%, con respecto al 

control (Figura 10). En la figura 11 se observa que esta disminución en la 

expresión de las moléculas del CPH clase-I de las células TC-1 cocultivadas 

con CEM-CN con respecto a las células control persistió hasta 24 días después 

de concluido el cocultivo. A los 4 días de cocultivo hay una baja de más del 

50% del CPH clase l en células TC-1+CEM CN a comparación con nuestro 

control; terminado el cocultivo, se evaluó cada 4 días la expresión de las 

moléculas del CPH-I en las células TC-1 y para el día  8 la baja de más del 

50% se mantenía, para el día 12 la baja de CPH clase l era de un 40%, y para 

el día 16 y 20 la baja era tan solo del 10% aproximadamente; para el día 24 las 

moléculas del CPH clase l ya se había restablecido a poco más del 98%. 

 



Evva Santos Bustamante 
 

 

E

 
 

Figura 10 Expresión de moléculas del CPH-I (H-2b) en células TC-1 cocultivadas con 
CEM-CN. Las células TC-1 fueron cultivadas durante cuatro días en ausencia de 
estímulo (TC-1), en presencia de células estromales mesenquimales derivadas de 
cérvix normal (TC-1+CN) o de medio condicionado previamente por las células 
estromales mesenquimales (TC-1+MC). Al término de la incubación la expresión de 
moléculas del CPH-I fue determinada mediante citometría de flujo. 
IMF: intensidad media de fluorescencia; AF: autoflorescencia; GAM: incubación sólo 
con anticuerpo secundario. * p=0.00014345, **p=0.00752906 

 

 

 
 

Figura 11. Expresión de moléculas H-2b determinada mediante citometría de flujo, en 
células TC-1, posteriormente al término del cocultivo con células estromales 
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mesenquimales derivadas de cérvix normal. El porcentaje de inhibición de la expresión 
se determinó mediante la fórmula:  
(1-[IMF de TC-1 proveniente de cocultivo / IMF de TC-1 control]) x 100. 
 
 
Se sabe que la acción biológica de la ectoenzima CD73, presente en las CEM 

entre otras, es la hidrólisis de nucleótidos monofosfatos como el AMP hacia 

nucleósidos bioactivos intermedios como lo es la adenosina, y que este 

metabolito presenta una actividad supresora sobre los linfocitos T. Para evaluar 

si la capacidad de las CEM-CN para inducir una disminución en la expresión de 

moléculas del CPH clase-I en las células TC-1 podría deberse también a esta 

vía, cultivamos a las células TC-1 con el substrato de CD73: AMP, en ausencia 

o presencia de CEM-CN. En la figura 12 se observa que en cocultivos de TC-1 

con CEM-CN la adición de AMP no afectó significativamente la inhibición de la 

expresión de moléculas del CPH-I en las TC-1 inducida por las CEM-CN. Sin 

embargo, claramente esta inhibición se ve revertida cuando al cocultivo en 

presencia de AMP se le adiciona también APCP, un inhibidor de la actividad 

mediada por CD73, lo cual podría sugerir la participación de CD73 y de 

adenosina en esta inhibición. Por otra parte, la adición de AMP en el cultivo de 

células TC-1 en ausencia de CEM-CN no tuvo ningún efecto sobre la expresión 

de las moléculas del CPH-I en las células TC-1. 
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Figura 12 Expresión de moléculas del CPH-I (H-2b) en células TC-1 incubadas con 
CEM-CN, AMP y APCP. Las células TC-1 fueron cultivadas durante cuatro días en 
ausencia de estímulo (TC-1), o en presencia de células estromales mesenquimales 
derivadas de cérvix normal (TC-1+CN). Donde correspondió se adicionó 10 ó 100�M 
de monofosfato de adenosina (AMP) o el inhibidor de CD73 difosfato de adenosina 5’-  
αβ-metileno (APCP). Al término de la incubación la expresión de moléculas del CPH-I 
fue determinada mediante citometría de flujo.  
IMF: intensidad media de fluorescencia; AF:autoflorescencia; GAM: incubación sólo 
con anticuerpo secundario. 
 
 

 
 

Figura 13 Expresión de moléculas del CPH-I (H-2b) en células TC-1 incubadas con 
CEM-CN, AMP y APCP. Las células TC-1 fueron cultivadas durante cuatro días en 
ausencia de estímulo (TC-1), o en presencia de células estromales mesenquimales 
derivadas de cérvix normal (TC-1+CN), separadas por medio de una membrana 
permeable (transwell). Donde correspondió se adicionó 10 ó 100�M de monofosfato de 
adenosina (AMP) o el inhibidor de CD73 difosfato de adenosina 5’- αβ-metileno 
(APCP). Al término de la incubación la expresión de moléculas del CPH-I fue 
determinada mediante citometría de flujo. 
IMF: intensidad media de fluorescencia; AF:autoflorescencia; GAM: incubación sólo 
con anticuerpo secundario. 
 

 

Resultados semejantes fueron obtenidos cuando el cocultivo se realizó con los 

tipos celulares separados por una membrana permeable (transwell), lo cual 

indica que la inhibición de la expresión de moléculas del CPH-I en las células 
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TC-1 es inducida por lo menos parcialmente por medio de factores solubles 

secretados por las CEM-CN (Fig 13). 

 

 

 
 

Figura 14 Expresión de moléculas H-2b en células TC-1 incubadas con CEM-CN, AMP 
y APCP. Las células TC-1 fueron cultivadas durante cuatro días en ausencia de 
estímulo (TC-1), o en presencia de CEM-CN (TC-1+CN). Donde correspondió se 
adicionó 10 ó 100�M de AMP o APCP. Al término de la incubación la expresión de 
moléculas del CPH-I fue determinada mediante citometría de flujo. 
IMF: intensidad media de fluorescencia; AF:autoflorescencia; GAM: incubación sólo 
con anticuerpo secundario. 
 
 
Como se refirió anteriormente, la adición de APCP, inhibidor de CD73, al 

cocultivo de las TC-1 con las CEM-CN en presencia de AMP tiene como 

consecuencia la recuperación de la expresión de las moléculas del CPH-I en 

las células tumorales, lo cual sugiere una participación de adenosina en este 

fenómeno; sin embargo el cocultivo de las TC-1 con CEM-CN también resulta 

en la inhibición de la expresión de las moléculas del CPH-I en las células 

tumorales en ausencia del substrato AMP. Cuando adicionamos al cocultivo el 

APCP en ausencia de AMP, no observamos una recuperación de la expresión 

de las moléculas del CPH-I, al nivel del control sin tratamiento, (Figura 14).  
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El cultivo de células tumorales TC-1 en presencia de adenosina no afecta 
la expresión de moléculas clase I del CPH (H-2b), y en presencia de AMP 
aumenta su expresión. 
 
Para evaluar directamente si la adenosina puede inducir la inhibición de la 

expresión de las moléculas del CPH-I en las células tumorales, se cultivaron 

células tumorales TC-1 en presencia de diferentes concentraciones de 

adenosina purificada. En la figura 15 se observa que las diferentes 

concentraciones de adenosina no inducen una reducción en la expresión de 

moléculas del CPH-I sobre las células TC-1. Cuando las células TC-1 fueron 

cultivadas con diferentes concentraciones de AMP, se observó un franco 

aumento en la expresión de las moléculas del CPH-I (Figura 16). 

 

 
 
Figura 15. Expresión de moléculas del CPH-I (H-2b) en células TC-1 cultivadas con 
adenosina purificada. Las células TC-1 fueron cultivadas durante cuatro días en 
ausencia de estímulo (- ad), o diferentes concentraciones de adenosina. Al término de 
la incubación la expresión de moléculas del CPH-I fue determinada mediante 
citometría de flujo. 
IMF: intensidad media de fluorescencia; AF:autoflorescencia; GAM: incubación sólo 
con anticuerpo secundario. *p=0.00206793, **p=0.36620421 y ***p0.43577147. 
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Figura 16. Expresión de moléculas del CPH-I (H-2b) en células TC-1 cultivadas con 
AMP purificado. Las células TC-1 fueron cultivadas durante cuatro días en ausencia de 
estímulo (0AMP), o diferentes concentraciones de AMP. Al término de la incubación la 
expresión de moléculas del CPH-I fue determinada mediante citometría de flujo. IMF: 
intensidad media de fluorescencia; AF:autoflorescencia; GAM-FITC: incubación sólo 
con anticuerpo secundario. 
 

 
Los medios condicionados de cultivos y cocultivos de células TC-1 y 
CEM-CN contienen bajas concentraciones de IL-10. 
 

Las CEM secretan una gran cantidad de factores solubles con actividad 

inmunosupresora; asimismo, son capaces de alterar el perfil de secreción de 

varios componentes celulares de la respuesta inmune para inducir un fenotipo 

antiinflamatorio o tolerante, con un incremento en la secreción de IL-10, IL-4 y 

TGF-β y un decremento en la producción de TNF-α, IL-17 e INF-γ (Djouad et al 

2007; English, 2013; Kucerova et al., 2010). Para evaluar otro posible factor 

que influyera en la disminución de las moléculas del CPH-I en las células TC-1 

al cocultivarlas con la CEM-CN, se obtuvieron medios condicionados de estos 

para evaluar la concentración de IL-10. Sin embargo, al extrapolar en la curva 

patrón  los resultados de las muestras, los valores caen en rangos bajos de 

concentraciones (figura 17). Se obtuvo una concentración de 58.84 pg/ml para  
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el medio condicionado por TC-1, 81.29 para TC-1+ medio condicionado de 

CEM- CN y 42.50 para cocultivos de TC-1+CEM-CN. 

 

 
 
Figura 17. Determinación de la concentración de IL-10 de ratón en los medios 
condicionados por células TC-1 cocultivadas con CEM-CN. La concentración de IL-10 
de ratón en los medios condicionados por células TC-1 cocultivadas con CEM-CN fue 
determinada mediante ELISA, interpolando la D.O. obtenida en una curva patrón 
generada mediante concentraciones conocidas de IL-10 recombinante. 
 

 

El cocultivo de células TC-1 con células estromales mesenquimales de 
tejido cérvix normal (CEM-CN) no afecta la proliferación de las células 
tumorales.  
 

Las CEM también se caracterizan por su capacidad de migrar a una 

variedad de órganos y tejidos, y su presencia se ve incrementada en sitios de 

inflamación, heridas y ciertas patologías, debido a su propiedad de reparación y 

remodelación de tejidos (Chapel et al., 2003). Se sabe que estas células 

participan de manera importante en el microambiente tumoral, interactuando 

con las células tumorales a través de la liberación de diversos factores tales 

como citocinas, quimiocinas y proteasas entre otras, así favoreciendo el  
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implante, crecimiento y metástasis de células tumorales (Udagaw et al., 2006; 

Koyama et al., 2008). 

 

Para analizar si las CEM-CN influyen también directamente en la proliferación 

de las células tumorales, se realizaron cocultivos de CEM-CN con células 

tumorales TC-1, previamente marcadas con Carboxyfluorescein-succinimidyl-

ester (CFSE). La proliferación de las TC-1 después de 4 días de cocultivo con 

las CEM-CN se determinó mediante la disminución de la intensidad del marcaje 

celular, consecuencia de la división celular. En la figura 18, se aprecia que en 

comparación con  los cultivos control, el cocultivo de estas células con CEM-

CN o la presencia de AMP no favorecen su proliferación. Incluso, el cocultivo 

de TC-1 con CEM-CN en presencia de AMP tiene como efecto una ligera 

disminución no significativa de su proliferación. Por lo tanto, el cultivo de 

células TC-1 en presencia de CEM-CN no afecta significativamente su 

proliferación. 

 

 
 
Figura 18. Proliferación de células TC-1 en cocultivos con CEM-CN en presencia 
y ausencia de AMP. 2x105 células TC-1 marcadas con carboxifluoresceína fueron 
cultivadas durante cuatro días en presencia o ausencia de células estromales 
mesenquimales derivadas de cérvix normal (CEM-CN) y AMP. Después de cuatro días 
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de cultivo se determinó la intensidad de fluorescencia mediante citometría de flujo, y 
una disminución de la marca en comparación con las células del control, se consideró 
como indicativo de proliferación celular. 
 

 

La adenosina no influye en la proliferación de las células TC-1. 
 
Tomando en consideración que las células mesenquimales expresan en su 

membrana a la ectoenzima CD73, la cual tiene la capacidad de hidrolizar al 

AMP  para  generar  concentraciones  significativas  de  adenosina, evaluamos 

también la proliferación de las células TC-1 en presencia de adenosina y de 

AMP sintéticos adicionados directamente al cultivo celular. Para analizar la 

proliferación de las células tumorales TC-1 en presencia de adenosina y AMP a 

diferentes concentraciones se marcaron previamente con Carboxyfluorescein-

succinimidyl-ester (CFSE) y después de 96 horas de cultivo, se determinó la 

proliferación celular por citometría de flujo. La proliferación celular se determinó 

a través de la disminución del marcaje celular (fluorescencia) como 

consecuencia de la división celular. En la figura19, se aprecia que en cultivos 

con adenosina no se presenta una diferencia significativa en la proliferación de 

celular con respecto al control que no tiene adenosina. 
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Figura 19 Proliferación de células TC-1 en cultivadas en presencia de adenosina. 
2x105 células TC-1 marcadas con carboxifluoresceína fueron cultivadas durante cuatro 
días en de adenosina purificada. Después de cuatro días de cultivo se determinó la 
intensidad de fluorescencia mediante citometría de flujo, y una disminución de la 
marca en comparación con las células del control, se consideró como indicativo de 
proliferación celular. 
 
 
Las células TC-1 disminuyen su proliferación cuando son cultivadas con 
altas concentraciones de AMP. 

 

En la figura 20 se muestran los resultados obtenido cuando se realizaron 

los ensayos con AMP a diferentes concentraciones; observamos que desde 

una concentración de 1mM ya se ve afectada la proliferación y este efecto es 

más intenso a la concentración de 10 mM.  

 

 
 
Figura 20 Proliferación de células TC-1 en cultivadas en presencia de AMP. 2x105 

células TC-1 marcadas con carboxifluoresceína fueron cultivadas durante cuatro días 
en de AMP purificado. Después de cuatro días de cultivo se determinó la intensidad de 
fluorescencia mediante citometría de flujo, y una disminución de la marca en 
comparación con las células del control, se consideró como indicativo de proliferación 
celular. 
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DISCUSIÓN 
 

 

El establecimiento y desarrollo de un tumor se ve favorecido por 

múltiples factores, cuya activación conduce a la proliferación celular, el 

desarrollo de nuevos vasos sanguíneos y la supresión de la respuesta inmune. 

Estos factores pueden ser intrínsecos (mutaciones) y extrínsecos, como lo es la 

asistencia de tipos celulares cuya función normal se ve subvertida. Las células 

estromales mesenquimales (CEM) son una población de células troncales no 

hematopoyéticas localizadas esencialmente alrededor de la vasculatura y 

trabécula de la médula ósea, aunque también se encuentran en muchos otros 

tejidos y debido a su gran capacidad de migrar, su presencia se ve 

incrementada en sitios de inflamación, heridas y ciertas patologías como el 

cáncer (Chapel et al., 2003). El papel de CEM en el microambiente tumoral aún 

es incierto, sin embargo, algunos estudios con modelos tumorales singénicos, 

alogénicos y xenogénicos, han mostrado que las CEM alogénicas y 

xenogénicas injertan de manera independiente al Complejo principal de 

histocompatibilidad del huésped, y pueden favorecer el implante y el 

crecimiento tumoral (Yen, Yen, 2008; Karnoub et al., 2007; Djouad et al., 2003).  

 

Un factor esencial para la progresión tumoral es la evasión de la respuesta 

inmune, la cual puede darse como consecuencia de la activación de múltiples 

mecanismos inmunosupresores que en conjunto generan un microambiente de 

tolerancia (Rabinovich et al., 2007; Turley et al., 2008). Entre los mecanismos 

reconocidos destacan: la pérdida o regulación negativa de moléculas del 

Complejo Principal de Histocompatibilidad Clase I (CPH-I) en las células 

tumorales; una deficiencia en la capacidad de reconocimiento y activación de 

los linfocitos T; y la presencia de factores inmunosupresores confinados al 

microambiente tumoral (linfocitos T reguladores, células dendríticas 

tolerogénicas,  citocinas inmunosupresoras como el factor de crecimiento 

transformante β (TGF-β) (Li et al., 2006), interleucina 10 (IL-10), IL-13 (Teraben 

et al., 2000; Gerlini et al., 2004), así como pequeñas moléculas inhibitorias 
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como la prostaglandina E2 (PGE2) (Akasaki et al., 2004) y la adenosina. Las 

CEM pueden inducir cambios en la maduración y la función de las células 

presentadoras de antígenos (CPA) a través de la reducción de la expresión de 

moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase I y II, así 

como de moléculas coestimuladoras, para dar lugar a CPA que no pueden 

apoyar la respuesta inmune específica mediada por linfocitos T auxiliares y 

citotóxicos (Apparailly et al., 2008). 

 

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que la inoculación de CEM en ratones 

C57BL/6 implantados con células tumorales TC-1, rompe el efecto 

inmunoprotector mediado por la inmunización con el péptido RAY de la 

proteína E7 del VPH-16 y favorece el desarrollo del tumor (Don, 2010, 

Contreras, 2011). Con la finalidad de evaluar algunos mecanismos 

involucrados en dicho modelo, el presente estudio se realizó con la finalidad de 

analizar si CEM derivadas de tejido cervical normal (CEM-CN), influyen 

directamente en la proliferación y el reconocimiento inmune de células 

tumorales. Para ello, se utilizó un modelo in vitro, en el cual células tumorales 

de ratón TC-1 (positivas a la expresión de las proteínas E6 y E7 de VPH-16) 

derivadas de la cepa de ratón C57BL/6 (haplotipo H-2b), fueron cocultivadas, 

tanto en contacto directo como separadas por una membrana permeable, con 

CEM-CN para evaluar la proliferación celular y la expresión de moléculas del 

CPH-I en las células tumorales. En ambos casos, como resultado del cocultivo, 

las células TC-1 disminuyeron notable y consistentemente la expresión de 

moléculas H-2b, hasta 24 días después de finalizado el cocultivo, lo cual puede 

influir negativamente en su reconocimiento por parte de los linfocitos T 

citotóxicos y favorecer la evasión inmune.  

 

A la vista de esta notable capacidad de las CEM-CN para inducir una 

disminución en la expresión de moléculas del CPH-I en las células tumorales 

TC-1, y que en este efecto participan moléculas solubles, procedimos a evaluar 

si este efecto podría ser mediado por la acción de la adenosina. Se ha 

reportado que las CEM son capaces de generar grandes cantidades de 

adenosina en un microambiente de hipoxia, como lo es el microambiente 
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tumoral, debido a que sobre-expresan la enzima 5´-ectonucleotidasa (CD73), la 

cual es capaz de hidrolizar nucleósidos como adenosina 5´-monofosfato (AMP) 

a adenosina (Hoskin et al., 2008). Se ha reportado que la interacción de 

adenosina con receptores específicos, tal como A2bR (Saldanha et al., 2011) 

pueden suprimir la respuesta efectora de linfocitos T citotóxicos (Ramasamy et 

al., 2008; Prevosto et al., 2007; y Di Ianni et al., 2008). Estudios recientes 

sugieren que la función de CD73 en tumores está implicada en la resistencia a 

las drogas, la promoción, control, crecimiento y progresión tumoral, metástasis 

y alteración de la respuesta inmune antitumoral (Airas et al., 1995; Stagg et al., 

2010; Jin et al., 2010; Wang L et al., 2011). Por tanto, el análisis de la 

expresión, de la actividad funcional de CD73 en células tumorales y su papel 

en la supresión de la respuesta inmune resulta relevante para el 

establecimiento de nuevas estrategias de terapia antitumoral. 

 

Para probar si la adenosina podía influir directamente en las células tumorales 

induciendo la evasión de la respuesta inmune, cultivamos a las TC-1 en 

presencia de adenosina, de AMP (substrato de CD73) y de APCP (inhibidor de 

CD73). Sin embargo, no encontramos una disminución sustancial en la 

expresión de las moléculas H-2b cuando las células fueron incubadas en 

presencia de adenosina purificada. Tampoco observamos este efecto cuando 

las células fueron incubadas en presencia de AMP, y en este caso, el efecto 

observado fue incluso una tendencia a aumentar la expresión de las moléculas 

del CPH-I. La incubación con APCP tampoco tuvo un efecto en la expresión de 

las moléculas presentadoras de antígeno en las células TC-1, lo cual sugiere 

que la disminución de la expresión de las moléculas H-2b inducido por las 

CEM-CN en las células TC-1, no es mediado por adenosina. 

 

Cuando adicionamos AMP o APCP a los cocultivos de las CEM-CN con las TC-

1, no observamos una diferencia significativa en la disminución de la expresión 

de las moléculas del CPH-I de TC-1, en comparación con los cocultivos en 

ausencia de estos fármacos, lo cual refuerza la idea de que el efecto inhibitorio 

observado no es dependiente de CD73, y por tanto, de adenosina. Sin 

embargo, cuando los cocultivos se realizaron en presencia de AMP y APCP 
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simultáneamente, la expresión de las moléculas del CPH-I en las TC-1 regresó 

al nivel de las células control, cultivadas en ausencia de CEM-CN. Puesto que 

la adición de adenosina directa a las TC-1 no induce una disminución en la 

expresión de las moléculas del CPH-I en las TC-1, consideramos que el efecto 

observado bajo estas condiciones es debido a que el AMP presente no es 

metabolizado por CD73; por tanto, el AMP parece efectivamente inducir un 

aumento en la expresión de las moléculas del CPH-I, que revierte el efecto 

inhibitorio inducido por las CEM-CN. Este resultado indica además, que en 

nuestro modelo experimental las CEM-CN efectivamente son capaces de 

producir adenosina a partir de AMP, aun cuando ésta no induce la disminución 

en la expresión de las moléculas del CPH-I. El inhibidor APCP, ha sido probado 

con éxito en diferentes modelos tumorales disminuyendo el crecimiento tumoral 

en ratones (Synnestvedt et al., 2002; Thompson et al., 2004; Eltzschig et al., 

2006; Cho et al., 2006; Stagg et al., 2010; Jin et al., 2010; Wang L et al., 2011). 

En otros reportes se ha mostrado que el uso del inhibidor APCP en el cultivo de 

células tumorales SKOV-3 (derivada de adenocarcinoma de ovario humano) y 

U251 (derivada de glioblastoma), disminuyó significativamente el consumo de 

AMP hacia adenosina (Cho et al., 2006). En otros estudios Stagg y 

colaboradores (2010) mostraron que en las estirpes celulares provenientes de 

cáncer de mama de ratón 4T1.2 tratadas con AMP, se inhibió 

significativamente la generación de adenosina extracelular por tratamiento con 

el APCP.  

 

En la búsqueda de la determinación del efecto inhibidor de la expresión de las 

moléculas del CPH-I inducido en las TC-1 por las CEM-CN se evaluó la 

presencia de IL-10 en los cocultivos de las CEM-CN y las TC-1. En diversos 

estudios se ha reportado que la IL-10 tiene la capacidad de inhibir las funciones 

efectoras de las células Th1 y que tiene efecto inhibidor sobre la expresión de 

moléculas que participan en la vía del procesamiento y presentación de 

antígenos en las células presentadoras de antígeno (Moore et al., 2001; Dennis 

et al., 2013; Liu et al., 2013); además, altas concentraciones de IL-10 se 

correlacionan con disminución de la expresión de moléculas del CPH clase I y 
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II en distintos tipos celulares (Breitbart et al., 2013; Luheshi et al., 2013; Liu et 

al., 2013).  

 

Sin embargo, en nuestro análisis se encontró que en los cocultivos de células 

tumorales TC-1 con las CEM, y en cultivos de TC-1 con medio condicionado de 

CEM-CN, la citosina IL-10 está presente en muy bajas concentraciones, las 

cuales pueden no ser suficientes para modular la expresión de moléculas CPH-

I en las células tumorales, y por tanto sugiere la participación de otros factores 

producidos por las mismas CEM que puedan inhibir la expresión de estas 

moléculas en las células tumorales; por ejemplo, el TGF-β, el cual se ha 

descrito como un inhibidor importante de la presentación antigénica por células 

dendríticas y mesenquimales , al disminuir la expresión de moléculas CPH-I 

(Strobl et al., 1999; Delvig et al., 2002; Francois et al., 2009). 

 

Además del efecto de las CEM-CN sobre la evasión de la respuesta inmune de 

las células TC-1, quisimos evaluar su efecto sobre la proliferación celular. El 

papel de las CEM en ensayos experimentales realizados en modelos in vivo, se 

ha demostrado que aumentan el potencial metastático de células de cáncer de 

mama o de carcinoma de colon, cuando son inoculadas de manera conjunta en 

ratones (Karnoub et al., 2007; Zhu et al., 2006). Sin embargo, las CEM 

derivadas de cervix normal prácticamente no influyen sobre la proliferación de 

las células tumorales TC-1, mostrando una pequeña tendencia a disminuir la 

proliferación en presencia de AMP. En cultivos de TC-1 adicionando adenosina 

y AMP purificadas se observa una tendencia a la disminución de la proliferación 

únicamente en altas concentraciones, cuestionando el significado fisiológico de 

esta observación. 

 

Avila en el 2011 evaluó el efecto de diferentes concentraciones del lote de  

adenosina pura (Sigma, USA) usada en nuestros ensayos, sobre la 

proliferación de linfocitos T de sangre periférica de donadores normales, donde 

se observó que a la concentración de 20 μM la adenosina inhibió notablemente 

la proliferación de linfocitos de sangre periférica, con ello podemos decir que la 
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molécula de la adenosina tiene un efecto inmunosupresor en células del 

sistema inmune pero no en células tumorales 

 

La propiedad de las CEM para favorecer el crecimiento tumoral ha sido 

reportada en modelos tumorales experimentales, por ejemplo el grupo de 

Karnoub et al., 2007, al coinyectar CEM humanas derivadas de médula ósea 

junto con células de cáncer de mama marcadas con proteína verde 

fluorescente en una proporción 3:1 en ratones inmunocomprometidos, observó 

que las CEM aceleraron el crecimiento tumoral de la línea MCF/Ras. En otro 

experimento, las CEM derivadas de medula ósea fueron capaces de 

incrementar in vivo el crecimiento de tumores inducidos por células de cáncer 

de colon, linfoma y células de melanoma (Djouad et al., 2003; Zhu et al., 2006; 

Maby-El et al., 2007). Otro ejemplo en el cual se sugiere que la presencia de 

CEM suprime la respuesta inmune para dar paso al crecimiento tumoral, fue el 

experimento en donde al trasplantar células de melanoma B16 en ratones 

inmunocompetentes, se logró inducir crecimiento tumoral sólo cuando estas 

células tumorales fueron coinoculadas con CEM derivadas de médula ósea 

(Djouad et al., 2003). Un estudio más donde se observó que en líneas de 

cáncer de pulmón y CEM derivadas de médula ósea normal se vio un aumento 

en el crecimiento tumoral con respecto a los tratamientos sin CEM (Suzuki et 

al., 2011) y en otro estudio donde se vio que las CEM de médula ósea pueden 

prolongar la supervivencia de transplantes alogénicos (Nuta, Fibbe, 2007). 

 

Por tanto, nuestros resultados sugieren que las CEM juegan un papel 

importante en el microambiente tumoral ya que además de suprimir la 

respuesta inmune celular mediante la inhibición de la proliferación y activación 

de linfocitos T CD4+ y CD8+, así como de su capacidad citotóxica, como ha 

sido previamente reportado (Di Nicola et al., 2002; Krampera et al., 2003; Feng, 

Chen 2009; Glennie et al., 2005; Rasmusson et al., 2003), también contribuyen 

de manera importante en la evasión del reconocimiento inmune de las células 

blanco, al disminuir la expresión de moléculas del CPH-I sobre las células 

tumorales. Esta observación es importante en virtud de que en las infecciones 

producidas por VPH, las células T CD8+ juegan un papel importante en la 
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limpieza satisfactoria de células infectadas por virus y/o células tumorales 

(Delgado et al, 2008; Wang, et al, 2008). Por tanto, resulta importante 

determinar los mecanismos moleculares mediante los cuales las CEM-CN 

inducen esta disminución de las moléculas del CPH-I sobre las células TC-1. 
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CONCLUSIONES  

 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos de este estudio podemos decir que: 

 

A. El cocoultivo de TC-1 con CEM-CN y el cultivo de TC-1 con medio 

condicionado por CEM-CN induce una disminución en la expresión de 

las moléculas del CPH clase I (H-2b) de las células tumorales, en 

comparación con las células TC-1 sin cocultivo.  

 

B. La adenosina purificada no tiene un efecto en la expresión de moléculas 

H-2b, sobre células tumorales TC-1 en cultivo, mientras que el AMP 

induce un aumento en la expresión de dichas moléculas. 

 

C. La adenosina purificada no tiene un efecto sobre la proliferación de las 

células tumorales TC-1. El AMP induce un ligero decremento en la 

proliferación de células TC-1.  

 

D. En el medio condicionado que se obtuvo de cultivos de células TC-1 y 

de TC-1 más Medio Condicionado de CEM-CN y del cocultivo de células 

TC-1 y CEM-CN se produce una mínima cantidad de IL-10. 

 
E. Por tanto, concluimos que el cocultivo de CEM-CN con células TC-1 

induce una disminución en la expresión de moléculas del CPH-I en las 

células tumorales, por un mecanismo que involucra mediadores 

solubles, que es independiente de adenosina y de IL-10. Resulta 

importante determinar los mecanismos moleculares mediante los cuales 

las CEM-CN inducen esta disminución de las moléculas del CPH-I sobre 

las células TC-1. 
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