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RESUMEN 

Las Células Estromales Mesenquimales (CEMs) derivan de la médula ósea y posteriormente se 

diferencian hacia células de origen mesodérmico como osteocitos, condrocitos, adipocitos, etc. 

Tienen un papel muy importante en la renovación de tejido dañado y con base en evidencias 

recientes, se ha encontrado que migran a tumores, formando parte del estroma tumoral. Las 

CEMs encontradas en el microambiente del tumor favorecen el implante, la formación de 

nuevos vasos sanguíneos (angiogénesis) y la metástasis de las células malignas. Asimismo, se ha 

demostrado que son capaces de suprimir la respuesta inmune innata y adaptativa, generando 

tolerancia inmunológica. Nuestro equipo de trabajo ha logrado obtener y caracterizar CEMs a 

partir de tejido cervical humano normal y con Cáncer Cérvico Uterino (CaCu). En este trabajo, 

se analiza el efecto de CEMs derivadas de estos tejidos, en el crecimiento tumoral bajo 

condiciones normales y con protección inmunológica. Para lo cual se estableció un modelo in 

vivo con ratones hembra de la cepa C57BL/6 con haplotipo H2-Db de moléculas del complejo 

principal de histocompatibilidad clase I (CPH-I). Se utilizaron 8 grupos de 6 ratones cada uno, 

a 4 de estos grupos se les inocularon 105 células tumorales TC-1(positivas a la infección por 

VPH 16 y con el haplotipo  H2-Db del CPH-I) bajo las siguientes condiciones: 1) TC-1 solas, 

2) TC-1 + CEMs derivadas de tejido cervical normal; TC-1 + CEMs derivadas de CaCu y TC-

1 + CEMs de médula ósea. A los 4 grupos restantes se les inmunizó previamente con 3 dosis 

de 100 µg cada una del péptido antigénico RAHYNIVTF, derivado de la proteína E7 de VPH 

tipo 16, y posteriormente se les inocularon las células tumorales TC-1 de manera similar a los 

primeros 4 grupos de ratones. Después de los tratamientos, se monitoreó el crecimiento 

tumoral cada tres días, durante 30 días y se analizaron las concentraciones séricas de las 

citocinas Th1 (IL-2, IFN-γ y TNF-α) y Th2 (IL-4 e IL-5) además de TGF-  en los grupos 

tratados. En los grupos de ratones tratados con células tumorales sin previa protección 

inmunológica, se observó que el crecimiento tumoral no mostró diferencias significativas entre 

los 4 grupos (P< 0.001). Sin embargo, cuando los ratones recibieron protección inmunológica 

con el péptido RAHYNIVTF, previa a los tratamientos, se observó que la inmunización con el 

péptido evitó el crecimiento tumoral, mientras que la coinoculación de CEMs + TC-1 revirtió 

la protección inmune, permitiendo el establecimiento del tumor. Este proceso fue acompañado 

de un incremento importante en la concentración sérica de TGF-β, así como de la producción 

de citocinas inmunosupresoras Th2 (IL-4, IL-5 )  y un decremento de citocinas Th 1 en los 

ratones tratados.   

De acuerdo a los resultados, se concluye que las CEMs participaron de manera importante en 
la supresión de la respuesta inmune de los ratones, favoreciendo el desarrollo de tumores bajo 
condiciones de protección inmunológica. Estos hallazgos revelan el papel potencial de las 
CEMs que se encuentran en el estroma del tumor, para favorecer el  crecimiento y escape al 
reconocimiento inmune de las células malignas, lo cual es de suma importancia para proponer 
estrategias nuevas para combatir éste y otros tipos de cáncer. 
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INTRODUCCIÓN 

El Cáncer Cérvico Uterino (CaCu) es el segundo cáncer más común en el mundo. Cada año 

450 000 mujeres son diagnosticadas con CaCu y 220 000 mueren a causa de esta enfermedad 

(Días et al., 2005). Es también la segunda causa de mortalidad mundial debida a padecimientos 

oncológicos en mujeres, y tiene la mayor tasa de incidencia entre la población femenina de los 

países en vías de desarrollo (Parkin et al., 1999); en México, representa también la segunda 

causa de muerte por tumores malignos en mujeres, con un 14.4% del total (INEGI 2005).  

Es reconocido por la Organización Mundial de la Salud que el desarrollo de CaCu se asocia 

estrechamente con la infección por el Virus de Papiloma Humano (VPH), ya que en el 99.7% 

de muestras analizadas puede encontrarse ADN de alguno de los tipos de VPH considerados 

de alto riesgo (Walboomers et al., 1999, Bosch and Muñoz 2002).  

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). Posteriormente si la infección por VPH es persistente comienza 

a actuar la inmunidad adquirida, está es muy eficiente y por eso, aunque la tasa de infección es 

muy alta, no todas las infecciones progresan hasta CaCu. Cuando la infección es persistente y 

el sistema inmune está deprimido, puede darse lugar a la integración del genoma del VPH a la 

célula hospedera, lo que permitirá el desarrollo de neoplasias que pueden derivar hacia tumores 

avanzados y finalmente metástasis (Zur Hausen 2000). 

La persistencia de VPH en el tracto genital, también se relaciona con la falla en la respuesta 
inmune mediada por linfocitos T auxiliares tipo Th1 y por linfocitos T citotóxicos; así como 
por la inducción de linfocitos T reguladores (T regs) antígeno-específicos infiltrados 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). La evidencia de reclutamiento de linfocitos 
Tregs al microambiente tumoral ha hecho que se proponga que las células estromales 
mesenquimales (CEMs) participan en dicho reclutamiento, debido a que éstas se caracterizan 
por tener per se actividad inmunosupresora de la respuesta inmune y por que se ha visto que 
tienen la capacidad de inducir, reclutar y mantener la función reguladora de linfocitos Tregs 
(Pittenger et al., 1999; Dominici et al., 2006; Prevosto et al., 2007 y Di Ianni et al., 2008).  
 
Cuando las CEMs son trasplantadas o inyectadas, tienen la capacidad de migrar a una variedad 

de órganos y tejidos, esta capacidad se ve incrementada en sitios de inflamación y ciertas 

patologías, debido a su capacidad de reparación y remodelación de tejidos (Chapel et al., 2003). 

Esta peculiaridad ha despertado recientemente un enorme interés en medicina regenerativa, 

debido a que éstas pueden ser detectadas hasta un año después del injerto (Selmani et al., 2008). 

En el caso particular de los tumores, se ha demostrado que existen mediadores inflamatorios 

en el microambiente tumoral similares a los producidos en heridas que proveen las condiciones 

propicias para el arribo de CEMs. A pesar de que existen varios avances en el tema, el papel de 

las CEMs en el microambiente tumoral aún es incierto. Algunos estudios han mostrado que 



 Christian Azucena Don López 

 

4 
 

favorecen el implante y crecimiento tumoral, debido a sus propiedades inmunomodulatorias y 

pro-angiogénicas (Yen and Yen 2008; Karnoub et al., 2007; Djouad et al., 2003); mientras que 

otros estudios han descrito, ya sea un efecto de aparente, inhibición del crecimiento tumoral o 

mantenimiento de la sobrevivencia del tumor (Khakoo et al., 2006). 

 

Es por eso que resulta importante conocer el papel de las CEMs en el desarrollo tumoral y 
evasión de respuesta inmune en tumores, con dicho fin en el presente estudio se analizó la 
capacidad de CEMs humanas derivadas de Médula Ósea Normal (CEMs-MON), de Cérvix 
Normal (CEMs-CNOR) y de Cáncer Cérvico Uterino (CEMs-CaCu), para inducir crecimiento 
tumoral en ratones de la cepa C57BL/6 (haplotipo H2-Db) bajo condiciones normales y con 
previa protección inmunológica (por inmunización con el péptido antigénico RAHYNIVTF 
derivado de la proteína E7 de VPH 16), utilizando células tumorales TC-1 (H2-Db y positivas a 
E6/E6 de VPH-16). Además se analizaron los perfiles de secreción de citocinas Th1 (IL-2, 
IFN-γ y TNF-α), Th2 (IL-4 e IL-5) y TGF-β. Los resultados obtenidos serían de gran ayuda 
para conocer la capacidad inmunosupresora de las CEMs encontradas en los tumores 
cervicales y su participación en la supresión inmunológica, lo cual será de gran utilidad para 
establecer estrategias terapéuticas encaminadas a favorecer la respuesta inmune específica 
contra células tumorales.  
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MARCO TEÓRICO 

1. Sistema Inmune 

El término inmunidad deriva de la palabra latina immunitas, que hace referencia a la exención de 

diversas obligaciones civiles y procesamientos legales ofrecida a los senadores romanos durante 

el desempeño de sus cargos. Desde el punto de vista histórico, inmunidad significa protección 

frente a las enfermedades, y más específicamente, frente a las enfermedades infecciosas. 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 más completa 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 y Lichtman 2004). 

El sistema inmune tiene múltiples funciones y evolucionó para proteger a los animales de la 

invasión de los microorganismos patógenos y el cáncer. Tiene la capacidad de generar una 

enorme variedad de células y moléculas que pueden reconocer y eliminar de forma específica 

una diversidad casi ilimitada de invasores extraños (Goldsby et al., 2004). Este sistema  permite 

que a pesar de vivir en un ambiente densamente poblado de agentes microbianos 

potencialmente patógenos, sólo en pocas ocasiones suframos procesos infecciosos evidentes 

desde el punto de vista clínico. Sin duda la lucha es titánica y el resultado, frente a la mayoría 

de los patógenos, francamente favorable. Sin embargo no siempre es así en individuos 

inmunocompetentes (Fainboim y Gefner 2005). 

Desde el punto de vista funcional, una reacción inmunitaria puede dividirse en dos  actividades 

vinculadas: reconocimiento y respuesta. El reconocimiento inmunitario es notable por su 

especificidad. Este sistema está capacitado para reconocer diferencias químicas sutiles que 

distinguen un agente patógeno extraño de otro. Más aún, el sistema inmunitario incorpora 

diversas células y moléculas para oponer una respuesta apropiada, la llamada reacción efectora, 

que suprima o neutralice el agente patógeno. De esta manera, el sistema puede convertir el 

fenómeno de reconocimiento inicial en respuestas efectoras, cada una adaptada  de manera 

única para anular un tipo particular de patógeno. La exposición ulterior al mismo 

microorganismo extraño induce una reacción de memoria, caracterizada por una respuesta 

inmunitaria más rápida y elevada que sirve para eliminar el patógeno y prevenir una 

enfermedad (Goldsby et al., 2004). 

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 o Adquirida (Figura 1) (Parham 2003). 
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Figura 1. Esquema de clasificación para los tipos de inmunidad. 

1.1 Inmunidad innata 

La inmunidad innata o natural, se refiere a cualquier resistencia existente al nacimiento que se 

presenta la primera vez que se enfrenta a un patógeno; no requiere de una exposición previa y 

no se modifica de manera importante con exposiciones repetidas al patógeno durante la vida 

de un individuo (Medzhitov 2001). 

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 y 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 través de mecanismos para 

reconocer constituyentes comunes de las células sanguíneas e inhibir su destrucción 

(Robertson 1998). 
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1.2 Inmunidad Específica o Adquirida 

En vertebrados, la inmunidad innata se complementa con la inmunidad adquirida, un sistema 

donde la clave es la capacidad de los linfocitos para producir anticuerpos que son específicos 

contra uno, o los muchos millones de agentes extraños que pueden invadir el cuerpo (Pasare et 

al., 2005). Los antígenos que estimulan la producción de anticuerpos usualmente son proteínas 

y polipéptidos. La inmunidad específica tiene dos componentes: Inmunidad Celular e 

Inmunidad Humoral (Ganong 2002). 

1.2.1 Inmunidad humoral 

Los linfocitos B son las células encargadas de la inmunidad humoral, especializadas en una 

única función: la producción de anticuerpos, función que llevan a cabo una vez que se han 

diferenciado en células plasmáticas. Los anticuerpos constituyen un componente esencial de la 

inmunidad adaptativa. Con ellos se combate a los microorganismos que se replican en los 

espacios extracelulares y se previene la dispersión de los que se multiplican dentro de las células 

(Fainbom y Geffner 2005). 

1.2.2 Inmunidad Celular 

En la inmunidad celular, también llamada inmunidad mediada por células, participan los 

linfocitos T (Gostout et al., 2003). Los linfocitos T se clasifican dependiendo de su receptor en: 

linfocitos T γ/δ y linfocitos T α/ß. Estos últimos, dependiendo de la función que realizan, se 

subdividen en: cooperadores o helper (CD4+), citotóxicos (CD8+) y reguladores (CD4+ 

CD25+). Los linfocitos T helper se subdividen en Th1 y Th2 dependiendo del patrón de 

citocinas que secretan (Fernández et al., 2009). Los linfocitos Th1 y Th2 no provienen de 

linajes diferentes de células T CD4+, se diferencian en uno u otro sentido según el perfil de 

citocinas presentes en el órgano linfático secundario, sitio donde las células dendríticas activan 

a los linfocitos T naive o vírgenes. La presencia de IL-12 y citocinas relacionadas promueve la 

diferenciación de los linfocitos T CD4+ en un perfil Th1, mientras que la presencia de IL-4,  

cuando la concentración de IL-12 es baja, conduce a la diferenciación de los linfocitos T 

CD4+ en un perfil Th2. Estos dos subtipos de linfocitos, también difieren en el perfil de 

citocinas que secretan (Tabla1) (Fainboim y Gefner 2005). 

Las células Th2 colaboran con los linfocitos B y permiten su correcta activación, expansión y 

diferenciación a células plasmáticas  productoras de anticuerpos. Por lo tanto, cumplen un 

papel central en la respuesta inmune humoral y por consiguiente, en la inmunidad frente a 

bacterias extracelulares e infecciones virales. Por otra parte, tienen una función destacada en la 

inmunidad antiparasitaria en los tejidos periféricos al inducir la activación de eosinófilos, 

basófilos y mastocitos. Las células Th1 median la activación de los macrófagos y contribuyen, 

además, a la activación y expansión de linfocitos T CD8+ citotóxicos. Participan así en la 

inmunidad frente a patógenos intravesiculares, mediante su capacidad de inducir la activación 

de los macrófagos y frente a las infecciones virales, por su capacidad de promover el desarrollo 

de respuestas T CD8+ citotóxicas (Fainboim y Gefner 2005). 



 Christian Azucena Don López 

 

8 
 

Tabla 1. Actividades mediadas por las citocinas producidas por células Th1 y Th2. 

CITOCINA PRODUCIDA POR: PRINCIPALES FUNCIONES 

PERFIL Th1   

IL-2 Células Th1 
Células T CD8+ 
citotóxicas 
Células T CD4+ 
activadas 

Media la expansión clonal de linfocitos T activados. 
Estimula la producción de células NK. 

IFN  Células Th1 
Células T CD8+ 
citotóxicas 
Células NK+NKT 

Células T  
Macrófagos (¿?) 
Células dendríticas (¿?) 

Activa al macrófago. 
Activa células NK. 
Favorece la diferenciación de células  T CD4+ en un perfil 
Th1 e inhibe su diferenciación en un perfil Th2. 

TNF- , TNF-β Células Th1 
Células T CD8+ 
citotóxicas 
Células NK 
Células B 
Macrófagos 
Células dendríticas 

Induce una respuesta inflamatoria local y sistémica actuando 
sobre diferentes tipos celulares. 

PERFIL Th2   

IL-4 Células Th2 
Mastocitos 
Células NKT 

Favorece la diferenciación de células T CD4+ en un perfil 
Th2 e inhibe su diferenciación en un perfil Th1. 
Estimula la proliferación y diferenciación de linfocitos B a 
plasmocitos secretores de anticuerpos. 
Estimula la producción de mastocitos y eosinófilos. 

IL-5 Células Th2 Promueve la producción y activación de los eosinófilos. 
Estimula la producción de anticuerpos IgA. 

IL-6 Células Th2 
Macrófagos 
Células dendríticas 

Induce una respuesta inflamatoria local y sistémica. 
Estimula la proliferación y diferenciación de linfocitos B a 
plasmocitos secretores de anticuerpos. 

IL-9 Células Th2 Induce proliferación y diferenciación de los precursores de 
los mastocitos. 

IL-10 Células Th2 
Linfocitos B 
Linfocitos T reguladores 

Favorece la diferenciación de células T CD4+ en un perfil 
Th2 e inhibe su diferenciación en un perfil Th1. 
Inhibe la activación del macrófago. 
Estimula la proliferación y diferenciación de linfocitos B a 
plasmocitos secretores de anticuerpos. 

IL-13 Células Th2 Favorece la diferenciación de células T CD4+ en un perfil 
Th2 e inhibe su diferenciación en un perfil Th1. 
Estimula la producción de anticuerpos IgE. 
Estimula la producción de mastocitos y eosinófilos. 

(Tomado y modificado de Fainbom y Geffner 2005). 
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      1.2.2.1 Células T reguladoras (Tregs) 

Las células T CD4+ no solo existen bajo la forma de Th1 y Th2, si no también como células T 

reguladoras (Tregs), las cuales cumplen una función central en el control de la respuesta 

inmune adaptativa. A través de diferentes mecanismos, inhiben la activación, expansión y 

diferenciación de las células Th1, Th2 y T CD8+ citotóxicas (Fainbom y Geffner 2005). Las 

Tregs juegan un papel importante en controlar la respuesta hacia antígenos propios y en 

suprimir la excesiva respuesta inmune deletérea hacia el hospedero. Las Tregs son producidas 

en el timo como una subpoblación madura funcionalmente de células T, y las células T 

vírgenes en la periferia pueden también ser inducidas hacia células Tregs. Investigaciones 

recientes revelan las bases celulares y moleculares del desarrollo de las Tregs, su función y su 

implicación en la desregulación en enfermedades inmunológicas (Sakaguchi 2008). 

 

Las Tregs suprimen la proliferación de células T vírgenes y su diferenciación a células efectoras 

in vivo. Estas también pueden suprimir la actividad efectora de células T diferenciadas CD4+ y 

CD8+, y la función de células NK, células B, macrófagos, osteoclastos, y células dendríticas. In 

vitro las Tregs suprimen la proliferación y producción de citocinas en células T efectoras 

cuando las dos poblaciones son cocultivadas y estimuladas por antígenos en la presencia de 

CPA (Sakaguchi 2008). 

 

La eliminación de las Tregs produce la enfermedad inflamatoria de bowel, la cual resulta en 

una excesiva respuesta inmune hacia las bacterias que habitan en el intestino. La respuesta 

inmune específica contra virus y cáncer es controlada por varias Tregs y la remoción o 

reducción de  Tregs CD25+CD4+ provoca una efectiva respuesta inmune antitumor. Las 

células Tregs CD41CD25hiCTLA41FoxP3 han mostrado mantener la tolerancia inmune 

contra autoantígenos y se ha visto un incremento en el número de Tregs circulantes en varios 

tipos de cáncer (Molling et al., 2007). Por otro lado las Tregs suprimen las alergias, establecen 

tolerancia para la aceptación de órganos trasplantados, previenen la enfermedad huésped 

contra hospedero después de un trasplante de médula ósea, y promueven la tolerancia feto-

materna. Se han propuesto muchos mecanismos por los cuales se lleva a cabo la supresión 

mediada por  Tregs, y éstos incluyen la secreción de citocinas inmunosupresoras por parte de 

las Tregs, supresión dependiente del contacto célula-célula, y modificaciones funcionales o 

muerte de las CPA. El TGF-β (Transforming Growth Factor- β) puede actuar como mediador 

directo de la supresión, condicionando a las células T efectoras a ser sensibles a la supresión 

y/o a mantener la expresión de FoxP3 y actividad supresora de las Tregs (Sakaguchi 2008). 

 

 

 

 

 

 



 Christian Azucena Don López 

 

10 
 

Hasta la fecha se han identificado varios subtipos de Tregs con diferentes marcadores celulares 

y papeles en respuestas inflamatorias diferentes (Jaramillo et al., 2006): 

 

a) Células T Reguladoras Naturales. Son células T CD4+CD25+ y, aproximadamente, 

son el 5% de la población total de células TCD4+. En ausencia de estas células se 

desarrollan enfermedades autoinmunes, lo que significa que las Tregs naturales son 

importantes controladores de la tolerancia inmunológica. Estas células tienen un 

marcador exclusivo que se expresa tanto en fase activa como en reposo; el gen FoxP3, 

ubicado en el cromosoma X, que codifica para una proteína de nombre escurfina. La 

deficiencia de este gen desencadena varios síndromes autoinmunes incluyendo la mala 

regulación inmune, poliendocrinopatía y enteropatía ligada al cromosoma X. Su modo 

de supresión es mediante el contacto célula-célula. 

b) Tregs Th3. Son una población de células T CD4+CD25+, que producen TGF-β como 

principal molécula efectora, y que actúan principalmente sobre células T efectoras. 

Típicamente son FoxP3 negativas.  

c) Células CD8 supresoras. Fueron las primeras células reguladoras consideradas para la 

respuesta inmune. Actúan principalmente sobre Células Presentadoras de Antígenos 

(CPA) y es posible que actúen sinérgicamente sobre otras Tregs bajo ciertas 

circunstancias  produciendo IL-10. También se cree que induce la aparición de células 

presentadoras reguladoras marcadas por CD186.  

d) Células T NK reguladoras. Hacen parte de la respuesta inmune innata y adaptativa. 

Característicamente, reconocen moléculas de 2-galactosilceramida que les son 

presentadas por medio de moléculas Cd1b o CD1d y pueden activarse produciendo 

citocinas típicas de la respuesta Th1 o pueden secretar predominantemente IL-10, 

ejerciendo así su papel regulador. No está claro aún que estímulo hace que se diferencie 

al tipo regulador o al efector y es objeto de investigación actualmente  

 

2. El Cáncer Cérvico Uterino y su relación con el VPH 

 

El Virus de Papiloma Humano (VPH) causa un amplio rango de lesiones epiteliales, infecta el 

tejido epitelial cutáneo y mucoso del tracto anogenital, las manos, o los pies (Longworth and 

Laimins 2004), ocasiona verrugas genitales y está bien demostrado que es el agente 

sexualmente transmitido que se asocia a lesiones precancerosas y etiológicamente, es el 

principal factor asociado a Cáncer Cérvico Uterino (CaCu). 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 otros carcinomas anogenitales, incluyendo el cáncer de pene, vagina, 

vulva y ano. Además, recientemente 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). 

La primera evidencia de la relación de VPH con el cáncer humano fue dada por estudios en los 

70´s, sobre cáncer de piel en pacientes con epidermodisplasia verruciformis, lesiones causadas 
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por tipos inusuales de VPH. En cerca del 20% de los pacientes estas lesiones progresan a 

cáncer de piel, usualmente en áreas expuestas al sol. Estos mismos virus han sido encontrados 

asociados a cánceres de piel en individuos inmunosuprimidos y pacientes con trasplante renal. 

La asociación entre VPHs y cáncer en humanos fue encontrado a mediados de los 80´s con el 

descubrimiento del VPH 16 y VPH 18 en tumores cervicales, estos mismos VPHs de alto 

riesgo fueron encontrados en displasias preneoplásicas, reconocidos precursores de lesiones 

que progresan a cáncer cervical. Los tipos de VPH-16, -18, -31, -33, -35 y -39 han sido 

encontrados en carcinomas invasivos, o bien en displasias y carcinomas in situ, las cuales 

pueden progresar a lesiones malignas. Actualmente se ha visto que más del 95% de los 

cánceres cervicales humanos albergan un VPH de alto riesgo, usualmente integrado dentro del 

cromosoma del hospedero (Walboomers et al., 1999; Bosch and Muñoz 2002; Longwort and 

Laimins 2004; Howley 2006) 

 

3. Virus del Papiloma Humano (VPH) 

Existen cinco géneros de papilomavirus: gamma, mu, nu, alfa y beta. Los papilomavirus 

gamma, mu y nu generalmente causan papilomas cutáneos y verrugas que no progresan a 

cáncer, mientras que alfa y beta son los dos géneros de papilomavirus de más importancia por 

ser más frecuentemente detectados. Los beta papilomavirus están típicamente relacionados con 

infecciones cutáneas inaparentes en humanos (Harwood and Proby 2002; Pfister 2003), 

mientras que los alfa papilomavirus infectan las mucosas genitales y son los que se encuentran 

relacionados con el desarrollo de cáncer, aunque también incluyen a los virus cutáneos que 

sólo en raras ocasiones se asocian con desarrollo de cáncer (De Villiers et al., 2004). Hasta 

ahora más de 100 tipos diferentes de VPHs que infectan el epitelio cervical han sido 

identificados, y cerca de una tercera parte de éstos infectan las células epiteliales en el tracto 

genital y están asociados con lesiones que pueden progresar a cáncer Cada uno de estos tipos 

está relacionado con infección en sitios específicos del epitelio (Singer et al., 1995; Longworth 

and Laimins 2004; Muñoz et al., 2006). 

Los tipos virales que infectan el tracto genital se separan en 2 categorías: de alto riesgo y de 

bajo riesgo. Los de alto riesgo están asociados con el desarrollo de cánceres anogenitales, 

incluyendo aquellos que afectan el área del cérvix, mientras que las infecciones por VPHs de 

bajo riesgo inducen solo verrugas genitales benignas.  Los tipos de alto riesgo más comunes 

incluyen VPH-16, VPH-18, VPH-31, VPH-33, y VPH-45; y  los tipos de bajo riesgo son 

frecuentemente VPH- 6 y VPH-11, aunque existen muchos otros como lo muestra la Tabla 2. 

Entre los VPHs de alto riesgo, el VPH-16 es el que prevalece entre la población y es 

responsable de aproximadamente el 50% de los cánceres cervicales (Singer et al., 1995; 

Longworth and Laimins 2004). 
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Tabla 2. Clasificación de tipos de VPH según oncogenicidad cervical (García 2007). 

 

Los restantes VPHs que infectan mucosas genitales son clasificados como intermedio o bajo 

riesgo dependiendo de la frecuencia con la cual son encontrados en lesiones malignas. Los 

VPHs de bajo riesgo como VPH-11, están asociados con cáncer cervical sólo en raras 

ocasiones, pero aún así son medicamente importantes por que causan verrugas genitales las 

cuales son la mayor enfermedad de transmisión sexual en muchos países y pueden afectar entre 

1-2% de los adultos jóvenes (Persson et al., 1996; Doorbar 2006). 

3.1 Estructura del VPH 

El virus del papiloma humano pertenece al genero papillomavirus de la familia papilomaoviridae 

(Dias et al., 2005), tiene un diámetro de 55nm, una estructura icosahédrica no envuelta y ADN 

circular de doble cadena. Aunque  el genoma viral puede variar ligeramente en tamaño entre 

los diferentes tipos de VPHs, típicamente contiene alrededor de 8000 pares de bases, y codifica 

ocho o nueve marcos de lectura abierta u ORFs (Open Reading Frames) (Figura 2), los cuales 

son una serie de bases nitrogenadas que se pueden leer en diferente secuencia, lo que conduce 

a la traducción de diferentes proteínas, según el marco de lectura en función (Modis et al., 

2002). 
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Figura 2. Esquema del genoma de VPH, disposición de los genes tempranos o no estructurales (E1, E2, E4-E7) y 

de   los genes de la cápside (L1 y L2) (Muñoz et al., 2006). 

 

La cápside del virus está conformada por dos proteínas, la proteína L1 es el elemento 

estructural mayor, los viriones infecciosos contienen 360 copias de ésta, organizadas dentro de 

72 capsómeros. L2 es el componente menor de los viriones, y se piensa que una sola molécula 

de L2 puede estar presente en el centro de los capsómeros pentavalentes como vértice del 

virión. Ambas proteínas juegan un papel importante en mediar la eficiente infectividad del 

virus (Trus et al., 1997; Modis et al., 2002). La proteína mayor de la cápside es expresada 

después de L2 para completar el ensamble de partículas infecciosas en la capa superior del 

epitelio (Doorbar 2005). El genoma viral tiene la capacidad de codificar para estas dos 

proteínas llamadas proteínas tardías, y además codifica para otras seis proteínas denominadas 

proteínas tempranas (Tabla 3), las cuales son necesarias para la replicación del ADN viral (E1), 

la transcripción (E2) y la transformación (E5, E6 y E7) (Serra-Baldrich 1993; Muñoz et al., 

2006). 
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Tabla 3. Genes del papilomavirus y sus funciones 

Genes Funciones 

E1 Replicación de ADN, actividad de helicasa, enlace de ATP, ATPasa. 

E2 Regulación de la transcripción y rol auxiliar en la replicación de ADN. Es 
requerido para mantener el genoma en infecciones persistentes. 

E3 Ninguna todavía asignada. 

E4 Proteína citoplasmática abundante en verrugas genitales. Rompe filamentos de 
queratina. 

E5 Transformación. Previene disminución de receptores activados.  

E6* Transformación. Se enlaza a E6AP y promueve la ubiquitilación y degradación de 
p53. También se enlaza a otras proteínas celulares incluyendo paxilina e IRF3. 
Activa la transcripción de telomerasa celular. 

E7* Transformación. Se enlaza e inactiva a pRB. Interfiere con la duplicación del 
centrosoma llevando a aneuploidia.  

E8 Ninguna todavía asignada. 

L1 Proteína mayor de la cápside. 

L2 Proteína menor de la cápside. 

*E6 y E7 son los genes virales expresados en canceres VPH positivos (Howley 2006).  

Las primeras proteínas virales expresadas son los factores de replicación E1 y E2. Estas 

proteínas forman un complejo que se enlaza a secuencias en el origen viral de replicación y 

actúa reclutando polimerasas celulares y proteínas accesorias para mediar la replicación. Las 

funciones de E4 y E5 aún no son completamente entendidas; sin embargo, se ha propuesto 

que ambas pueden estar involucradas en la regulación de las funciones virales tardías. Las 

proteínas E6 y E7 de VPH de alto riesgo actúan como oncoproteínas. La proteína E6 se enlaza 

a la proteína supresora de tumor p53 como parte de un complejo trimérico con la ubiquitina 

ligasa celular. E7 se une al retinoblastoma que forma parte de una familia de supresores de 

tumor, o bien con otras proteínas involucradas en la regulación del ciclo celular (Longwort and 

Laimins 2004).  

3.2 Establecimiento de la infección por VPH 

La infección por papilomavirus requiere que las partículas virales entren al epitelio basal y 

accedan a las células en división (Patterson et al., 2005) mediante una microabrasión en el 

epitelio estratificado (Doorbar 2005). Actualmente hay controversia acerca de la naturaleza 

precisa del receptor que requiere el virus para entrar a la célula, pero se piensa que los 

proteoglicanos de heparán sulfato pueden jugar un papel importante en el enlace inicial y/o la 

entrada del virus (Joyce et al., 1999; Patterson et al., 2005). Al igual que otros virus, se ha visto 

que la infección por VPH requiere la presencia de receptores secundarios para que haya una 

infección eficiente, y esto ha sugerido la participación de la α6 integrina (Mc Millan et al., 1999; 

Bossis et al., 2005). 

El ciclo de vida del VPH está ligado al programa de diferenciación de la célula hospedero, el 

queratinocito, con la producción de viriones maduros restringida a las células suprabasales 
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diferenciadas. Las células de la capa basal son células madre que están en constante división y 

proveen un reservorio de células para las regiones suprabasales. La infección de éstas células 

permite la activación de una cascada de expresión de genes virales que resulta en la expresión 

de aproximadamente 20 a 100 copias extracromosomales del ADN viral por célula, número 

que se mantiene estable en las células basales indiferenciadas a lo largo del curso de la 

infección. Conforme las células basales infectadas con VPH se dividen, el ADN es 

particionado entre las células hijas, una de las cuales se separa y migra hacia el estrato 

granuloso y se diferencia. En el epitelio no infectado las células salen de ciclo celular cuando 

dejan la capa basal, esto frecuentemente trae como consecuencia la pérdida de núcleo en las 

capas suprabasales. Las células infectadas dejan la capa basal y entran nuevamente a ciclo 

celular por la acción de la proteína E7, la cual permite la retención del núcleo a través de todas 

las capas del epitelio infectado (Figura 3). Las oncoproteínas no sólo son necesarias para la 

inmortalización de las células y retención de la capacidad de entrar a ciclo celular, E6 y E7 han 

mostrado también ser necesarias para mantener una forma extracromosomal de VPH en las 

células basales indiferenciadas (Joyce et al., 1999; Conger et al., 1999; Thomas et al., 1999; 

Longwort and Laimins 2004).  

Estrato corneo

Estrato basal

Estrato granuloso

Estrato espinoso

Epitelio InfectadoEpitelio no Infectado

 

Figura 3. Esquema del epitelio infectado (derecha) y no infectado (izquierda) por VPH mostrando las capas 

diferenciadas y la producción de viriones (Tomado y modificado de Longwort and Laimins 2004). 

En el epitelio no infectado, las células basales salen de ciclo celular y migran a través de las 

capas suprabasales donde sufren un proceso de diferenciación terminal. Los cambios incluyen 

el entrecruzamiento físico de filamentos intermedios de queratina, la formación de envoltura 

cornificada y la secreción de lípidos, los cuales junto con la superficie epitelial forman una 

barrera física contra el ambiente. Durante la infección con VPH, E7 (y presumiblemente 
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también E6) es expresada en estas células, la detención del ciclo celular es abolida y la 

diferenciación terminal normal es retardada. Se piensa que E6 y E7 trabajan juntas para 

adquirir estos efectos (Doorbar 2005). 

Muchos tipos de VPHs sólo producen lesiones productivas seguidas a la infección y no están 

relacionadas con los cánceres humanos. En este tipo de lesiones los productos de la expresión 

de genes virales son cuidadosamente regulados, produciendo las proteínas virales en tiempos 

definidos y en niveles regulados, además de la migración de células infectadas hacia la 

superficie epitelial. La infección productiva puede ser dividida en distintas fases, con las 

diferentes proteínas virales jugando roles específicos. Los eventos que permiten la síntesis de 

virus en las capas superiores del epitelio, son comunes entre VPHs de bajo y alto riesgo 

(Doorbar 2006).  

La infección del tracto genital por VPH puede inicialmente resultar en una lesión de bajo grado 

o NIC 1 (Neoplasia Intraepitelial Cervical grado 1). Estas lesiones exhiben patrones de 

diferenciación medianamente alterados y muchas de ellas son “limpiadas” por el sistema 

inmune en menos de un año. El mecanismo por el cual la respuesta inmune celular elimina  las 

infecciones causadas por VPH aún no es  claramente entendido. Algunas de estas lesiones, sin 

embargo, no son eliminadas por el sistema inmune y pueden persistir por períodos tan largos 

como décadas. La persistencia de infección por VPH de alto riesgo, es un gran factor de riesgo 

para el desarrollo de enfermedades genitales como el carcinoma celular escamoso, o menos 

comúnmente, adenocarcinoma de cérvix (Longworth and Laimins 2004). 

4. Células Estromales Mesenquimales (CEMs) 
 
Las Células Estromales Mesenquimales (CEMs) fueron caracterizadas inicialmente entre las 

décadas de los años 60’s y 70’s con los trabajos realizados por Friedenstein, quien las aisló de 

médula ósea y las describió como células adherentes de morfología fibroblastoide, capaces de 

diferenciarse hacia células de origen mesodérmico como osteocitos, condrocitos y adipocitos 

(Friedenstein et al., 1974). En el año 2006, la Sociedad Internacional de Terapia Celular ó ISCT 

(Internacional Society Cellular Therapy) 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 en 

osteoblastos, adipocitos y condrocitos bajo condiciones estándar de cultivo (Paez et al., 2007). 

Las CEMs 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 and Pittenger 

2005). 

 
Debido a las características que presentan las CEMs, como son: su plasticidad, la secreción de 

citocinas y su baja inmunogenicidad, las hacen candidatas para terapia celular e ingeniería 
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celular, entre otras cosas (Figura 4) (Cárcamo y Trigueros 2008). Estudios recientes han 

mostrado que las CEMs existen en una gran variedad de tejidos humanos. El aislamiento y 

cultivo exitoso de CEMs humanas ha hecho posible evaluar su potencial para ser usadas al 

tratar enfermedades humanas. En la década pasada las CEMs fueron usadas para la reparación 

de tejidos y recientemente han sido usadas para tratar infartos al miocardio (Cao et al., 2009).  

Trasplante 
hematopoyético 

(mejora del injerto)

Terapia 
AntitumoralCEMs

Tratamiento de 
enfermedades 
autoinmunes 

Ingeniería de tejidos 
(hueso, cartílago, etc.)

Terapia 
génica

 
 
Figura 4. Aplicaciones terapéuticas de las Células Estromales Mesenquimales (Tomado y modificado de Cárcamo 
y Trigueros 2008). 

 
Sin embargo otras características de las CEMs han sido investigadas, además de su potencial 

terapéutico. Estudios demuestran que las CEMs favorecen el crecimiento tumoral in vivo 

(Djouad et al., 2003; Zhu et al., 2006) También se ha reportado que CEMs 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). Con base en evidencias recientes, se ha encontrado 

que las CEMs  pueden ser uno de los tipos celulares implicados, en la inducción de 

poblaciones de linfocitos T reguladores (Pittenger et al., 1999; Dominici et al., 2006; Prevosto et 

al., 2007 y Di Ianni et al., 2008), el implante, la metástasis y supresión de la respuesta inmune en 

tumores malignos (Yen and Yen 2008). 

 

Las CEMs suprimen la proliferación de células T in vitro, aún bajo condiciones de estímulo ya 

sea en presencia de mitógenos, aloantígenos o anticuerpos tales como anti-CD3 y anti-CD28 

(Rasmusson et al., 2006; 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 CPH independiente, 
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traspasando la barrera entre especies (Djouad et al., 2003). Las CEMs pueden inhibir la 

activación de linfocitos T citotóxicos, aloantígeno específicos estando presentes en un radio 

más grande que el de células efectoras, en un radio más bajo éstas pueden decrementar o 

incrementar la actividad aloantígeno especifica mediada por linfocitos T citotóxicos (Locatelli 

et al., 2007). Durante la maduración de células dendríticas, las CEMs pueden inhibir la 

expresión de moléculas involucradas en la presentación de antígenos como CD1a, CD40, 

CD80, CD86 y HLA-DR, fenómeno mediado por la producción de citocinas, en particular 

HGF (Hepatocyte Growth Factor) y TGF-β1 (Transforming Growth Factor- β1), pero no por 

la inducción de apoptosis (Arévalo et al., 2007). En cocultivos de células T y CEMs,  la 

producción de FoxP3 aumenta mientras que la de CD127 disminuye, lo cual indica que las 

CEMs regulan el fenotipo (CD4+ CD25+ FoxP3+ CTLA-4+) y función de las células T regs 

(Di Ianni et al., 2008). Recientemente nuestro grupo de investigación ha logrado obtener y 

caracterizar CEMs de tejidos normales de cuello uterino y de tumores avanzados de Cáncer 

Cérvico Uterino. En estudios previos hemos encontrado que las CEMs obtenidas de tumores 

malignos de cuello uterino, al cultivarlas en contacto con linfocitos heterólogos de donadores 

normales, se favorece la inducción de poblaciones de linfocitos T regs CD4+ CD25+ FoxP3+ 

CTLA-4+ (Montesinos et al., 2009).  

 

Se sabe además que bajo circunstancias normales las CEMs trasplantadas migran a la médula 

ósea, pero en caso de algún daño las CEMs pueden preferencialmente movilizarse a los sitios 

de inflamación (Yen and 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 CEMs 

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 CEMs con células de melanoma en ratones favorece el establecimiento y rápido crecimiento 

del tumor, resultado que persiste aún cuando éstas son trasplantadas a un sitio distante del 

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

facilita el crecimiento del tumor pero no tiene efecto en la metástasis, mientras que Karnoub et 

al., 2007 encontró que cuando se administran CEMs y células tumorales se incrementa el 

potencial metastásico. 

 

Los mecanismos precisos por los cuales las CEMs inmunosuprimen, aún no son claros. 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 and 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). Por otra parte han sido reportados datos que sugieren que la 

actividad inmunosupresiva de las CEMs 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). Otro mecanismo que también ha sido postulado es que el 
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mecanismo inmunosupresivo de las CEMs está basado en la actividad de la Indoleamin 2,3-

Dioxigenasa (IDO) la cual impide la síntesis de proteínas mediante la depleción de 

aminoácidos esenciales del triptófano (Meisel et al., 2004). Más recientemente, ha sido 

reportado que las CEMs inhiben la proliferación de células T a través del impedimento de la 

división celular (Glennie et al., 2005). En otro estudio se muestra que las CEMs 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 and Pittenger 2005). Finalmente ha sido postulado que las CEMs actúan 

suprimiendo la diferenciación de monocitos en células dendríticas maduras perjudicando la 

estimulación de células T (Beyth et al., 2005; Jiang et al., 2005). La mayoría de los mecanismos 

propuestos no son necesariamente exclusivos (Djouad et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Christian Azucena Don López 

 

20 
 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 

El Cáncer Cérvico Uterino (CaCu) es un problema importante de salud pública, ya que 
constituye una de las principales causas de mortalidad entre las mujeres mexicanas con cáncer. 
Cada año se diagnostican alrededor de 11,000 casos nuevos de CaCu invasor en nuestro país 
(INEGI, 2008). La mayoría de las pacientes ingresan con enfermedad avanzada, con un mal 
pronóstico y representan una enorme pérdida de recursos humanos y económicos. Esta 
enfermedad se encuentra fuertemente asociada (cercana al 100%) con la infección por el Virus 
de Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo, en donde VPH-16 es el tipo de papiloma 
carcinogénico más comúnmente encontrado en los tumores de cuello uterino a nivel mundial 
(Walboomers et al., 1999). La presencia de VPH en este tipo de cáncer genital, también se 
relaciona con la falla en la respuesta inmune mediada por linfocitos T auxiliares tipo Th1 y por 
linfocitos T citotóxicos; así como por la inducción de linfocitos T reguladores antígeno-
específicos y su influjo en el tumor y nódulos linfáticos de pacientes con CaCu avanzado 

(Visser et al., 2007 y Molling et al., 2007; Nakamura et al., 2007; Piersma et al., 2007). Estas 
evidencias han sugerido que durante el desarrollo de la enfermedad se genera tolerancia 
inmunológica hacia el tumor, con la concomitante aparición de células inmunosupresoras. Se 
ha postulado que las Células Estromales Mesenquimales (CEMs) participan en la generación de 
linfocitos T reguladores en los tumores, debido a que éstas se caracterizan por tener per se 
actividad inmunosupresora de la respuesta inmune y por su capacidad de inducir, reclutar y 
mantener la función reguladora de linfocitos T reguladores (Pittenger et al., 1999; Dominici et 
al., 2006; Prevosto et al., 2007; y Di Ianni et al., 2008).  
 
Recientemente nuestro grupo de investigación ha logrado obtener y caracterizar CEMs de 
tejidos normales de cuello uterino y de tumores avanzados de cáncer cérvico-uterino. 
Tomando en consideración  la capacidad de las CEMs para generar inmunosupresión, en este 
trabajo se analiza el  efecto de CEMs derivadas de tejidos cervicales (normales y tumorales) en 
la inducción del crecimiento tumoral bajo condiciones normales y con protección 
inmunológica en un modelo tumoral en ratones de la cepa C57BL/6. Los resultados de este 
estudio serán de gran relevancia para conocer la capacidad inmunosupresora de las CEMs 
encontradas en los tumores cervicales y su participación en la supresión inmunológica, lo 
anterior será de gran utilidad para establecer estrategias terapéuticas encaminadas a favorecer la 
respuesta inmune específica contra células tumorales.  
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HIPÓTESIS 

Se sabe que las Células Estromales Mesenquimales (CEMs), están implicadas en la supresión 
de la respuesta inmune (Yen and Yen 2008). Asimismo, de acuerdo con evidencias recientes, 
las CEMs son capaces de favorecer el implante, crecimiento y  metástasis de tumores malignos 
en sistemas singénicos, heterólogos e incluso xenogénicos, debido a que su actividad 
inmunosupresora es independiente de la expresión de moléculas del Complejo Principal de 
Histocompatibilidad (Djouad et al., 2003; Karnoub et al., 2007). Entonces se espera que en 
ratones C57BL/6 inoculados con células tumorales TC-1, la presencia de CEMs derivadas de 
tumores malignos de cuello uterino humano, favorezcan un óptimo crecimiento tumoral en 
ratones C57BL/6 tanto en condiciones normales como con protección inmunológica. 
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

Analizar el efecto de CEMs derivadas de tumores malignos de cuello uterino en la inducción 
de inmunosupresión y crecimiento tumoral en ratones de la cepa C57BL/6. 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 Inocular ratones de la cepa C57BL/6 con células tumorales TC-1, en presencia y 
ausencia de protección inmunológica y de CEMs. 

 

 Evaluar las cinéticas de crecimiento tumoral en los ratones inoculados. 

 

 Evaluar la inducción de citocinas  Th 1 y Th2 en suero de los ratones tratados. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Análisis de citocinas
IL-2, 4, 5; IFN-γ; TNF-α;TGF-β

Medición volumen 
tumoral c/3er día

Inoculación de 100,000 cel.
•TC1                                 .
•TC1     +     CEMs   MON 

CEMs   CNOR
CEMs   CaCu

Obtención de suero a los
10, 15, 30 días

Inducción de tumores

4 grupos no 
inmunizados

4 grupos inmunizados 
con péptido
RAHYNIVTF

8 grupos de 6 individuos
C57BL/6
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 Células 

Se utilizaron células tumorales TC-1 derivadas de un carcinoma de pulmón de ratón C57BL/6 
las cuales expresan de manera permanente los genes E6 y E7 de VPH-16 junto con el gen Ras. 
Estas células fueron cultivadas con medio de cultivo RPMI de GibcoBRL (Life Technologies) 
suplementado con suero fetal de bovino GibcoBRL (Life Technologies) al 10%. También se 
emplearon estirpes de CEMs (humanas), las cuales fueron previamente obtenidas de Médula 
Ósea Normal (CEMs-MON), Cérvix Normal (CEMs-CNOR) y con Cáncer Cérvico Uterino 
(CEMs-CaCu). Estas estirpes celulares fueron establecidas en colaboración  con el Laboratorio 
de Células Troncales Mesenquimales a cargo del Dr. Juan José Montesinos Montesinos, en la 
Unidad de Investigación Médica en Enfermedades Oncológicas, Hospital de Oncología,  CMN 
SXXI.  Todas las estirpes de CEMs  utilizadas en este proyecto fueron caracterizadas bajo los 
criterios mínimos establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular, para definir a 
las CEMs (Dominici et al., 2006) y que consisten en: ser adherentes en condiciones estándar de 
cultivo; expresan los marcadores CD105, CD73 y CD90 y carecen de los marcadores de 
superficie CD45, CD34, CD14/CD11b, CD79a/CD19 y HLA-DR en la membrana celular; y 
finalmente han sido caracterizadas por su capacidad de diferenciarse a osteoblastos, adipocitos 
y condroblastos. Las CEMs fueron cultivadas con medio de cultivo consistente en DMEM  
bajo en glucosa GibcoBRL (Life Technologies) suplementado con suero fetal de bovino 
GibcoBRL (Life Technologies) al 15%. Antes de ser inoculadas, todas las células fueron 
cultivadas en condiciones de esterilidad y mantenidas bajo condiciones reguladas en una 

incubadora (Forma Scientific) a 37 C con 5 % de CO2 y humedad saturante. 

 

 Ratones  

Para la inducción de tumores se usaron ocho grupos de seis ratones hembra cada uno, de la 
cepa C57BL/6 (Haplotipo H2-Db) de 6-8 semanas de edad, que se mantuvieron en 
condiciones estándar de bioterio, con alimento y agua ad libitum, conforme a la Norma Oficial 
Mexicana NOM-062-ZOO-1999, Diario Oficial de la Federación, 22 de agosto 2001. 

 

 Inmunización e inoculación de células para la inducción de tumores  

Para inducir protección inmunológica en los ratones C57BL/6, se tomaron cuatro grupos de 
seis ratones cada uno y fueron inmunizados con tres dosis de péptido RAHYNIVTF (derivado 
de la proteína E7 VPH 16) de 100µg cada una, vía cavidad peritoneal. El péptido aplicado fue 
disuelto en PBS (Solución Salina de Fosfatos) y emulsionado con Adyuvante Completo de 
Freund (Sigma, USA) en proporción 1:1 para la primera dosis, en las dosis subsecuentes se 
utilizaron 100 µg del péptido emulsionado con Adyuvante Incompleto de Freund (Sigma, 
USA) en proporción 1:1, el tiempo transcurrido entre cada inmunización fue de 10-12 días.  
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Los cuatro grupos de ratones sin protección inmunológica y los cuatro grupos que recibieron 
previamente protección inmunológica con el péptido RAHYNIVTF, fueron tratados con las 
células tumorales y/o CEMs de acuerdo con la siguiente tabla:   

 

 

TRATAMIENTOS 

RATONES C57BL/6 

NO INMUNIZADOS INMUNIZADOS CON EL 
PÉPTIDO RAHYNIVTF 

TC-1:CEMs TC-1:CEMs 

(-) 100 000:0 100 000:0 

CEMs-MON 100 000:100 000 100 000:100 000 

CEMs-CNOR 100 000:100 000 100 000:100 000 

CEMs-CaCu 100 000:100 000 100 000:100 000 

 

Los ratones recibieron un refuerzo de células tumorales TC-1 15 días después de iniciado el 
tratamiento. 

 

 Medición de tumores 

El tamaño de los tumores fue evaluado cada tercer día, posterior a la aplicación del refuerzo de 
células tumorales. El volumen del tumor fue calculado en cada momento tras medir  el largo y 
ancho del tumor  con ayuda de un vernier y aplicando la siguiente fórmula: V = (R1 + R2)2/2, 
donde R1 y R2 son los valores obtenidos a partir de la medición perpendicular del tumor (Paz 
de la Rosa et al, 2009). 

 

 Obtención de sueros 

Antes de la aplicación de los tratamientos correspondientes y después del refuerzo de células 
tumorales, los ratones fueron sangrados a los días 10, 15 y 30, mediante punción de la vena 
auricular usando tubos capilares sin anticoagulante y tubos eppendorf  para colectar la sangre. 
Después de la formación del coágulo, las muestras de sangre fueron centrifugadas a 5000rpm 
durante 10 minutos, para colectar los sueros correspondientes y fraccionarlos en alícuotas de 
50 µL cada uno. Los sueros fueron almacenados en ultra congelación a -70°C  para su uso 
posterior en el análisis de citocinas.  
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 Análisis de citocinas 

A partir de las muestras de sueros colectadas, se procedió a la cuantificación de las citocinas 
Th1 (IL-2, IFN-γ y TNF-α) y Th2 (IL-4 e IL-5) mediante citometría de flujo utilizando el 
protocolo anexo al paquete para determinación de citocinas [kit Mouse Th1/Th2 Cytokine 
(BDTM Cytometric Bead Array (CBA)]. La detección de estas citocinas se basa en esferas con 
dos tipos de fluorescencia: la primera con anticuerpos específicos para cada tipo de citocina; y 
la segunda se basa en la intensidad del fluorocromo PE (por sus siglas en inglés streptavidin- 
phycoerytrin) la cual, con base en la diferencia en la intensidad de fluorescencia, nos permite 
calcular la cantidad de citocina unida a las perlas que contienen anticuerpos anti-citocina  (la 
intensidad de fluorescencia es proporcional a la cantidad de citocinas unidas a las perlas de 
detección). 

 

De acuerdo al protocolo, primero se reconstituyó el estándar de citocinas Th1/Th2 de ratón 
en disolvente de ensayo y se hicieron diluciones seriales, usando el mismo disolvente. 
Posteriormente se mezclaron 10µl de cada tipo de  esferas específicas para las citocinas, antes 
de colocarlas a las diluciones estándar o a las muestras de suero problema (50µl de esferas / 
tubo). En seguida se adicionó el reactivo PE de detección (50µl/muestra) y se incubaron los 
tubos por 2 horas a temperatura ambiente, protegiéndolos de la luz. Posterior a la incubación 
se lavaron las muestras con 1ml de buffer de lavado y se centrifugaron, se desechó el 
sobrenadante y se resuspendió el botón de cada tubo de ensayo con 300 µl de buffer de lavado 
y se analizaron las muestras, agitando 3 o 5 segundos cada muestra antes de colocarla en el 
citómetro de flujo (FACS-Calibur BD Biosciences) para determinar  la intensidad media de 
fluorescencia dada por los fluorocromos utilizados (PE y FITC). La cantidad de citocina en 
cada muestra problema se calculó con base en la curva patrón obtenida de las lecturas 
realizadas a las diluciones seriales de cada estándar de citocinas. 

 

 Detección de TGF-β 

Para determinar la concentración de TGF-β1 en cada uno de los sueros problema se utilizó el 
protocolo anexo en el kit Mouse/Rat/Porcine/Canine TGF-β1 Immunoassay (Quantikine® 
R&D Systems).  

 

Este ensayo se basa en la técnica de sándwich de un inmunoensayo enzimático. Un anticuerpo 
monoclonal específico para TGF-β1 está fijado en una placa fondo plano de 96 pozos. La 
muestra estándar y los sueros problema se colocan dentro de los pozos, y si en las muestras 
existe presencia de TGF-β1 éste se enlazará al anticuerpo fijado en la placa. Posteriormente se 
lava cualquier sustancia que no se haya enlazado y se agrega a los pozos un anticuerpo ligado a 
una enzima, específico para TGF-β1. Después se realiza otro lavado para remover el 
anticuerpo ligado a enzima que no se unió, por último se adiciona una solución sustrato a los 
pozos y cada pozo desarrollará coloración directamente proporcional a la cantidad de TGF-β1 
enlazado en el paso inicial. Se detiene esta reacción y se evalúa la intensidad de color en un 
lector de placas de ELISA (Molecular Device Emax) a una longitud de onda de 450 y 570nm. 
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De acuerdo al protocolo, inicialmente las muestras fueron activadas de la siguiente manera: a 
40 µl de cada uno de los sueros problema se le añadieron 10 µl de HCl 1N, se mezcló y se dejó 
incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después se agregaron 8 µl de NaOH 
1.2N/HEPES 0.5M para neutralizar la muestra acidificada. Cada muestra activada fue diluida  
con el diluyente calibrador RD5-53 (incluido en el kit), mezclando 10 µl de la muestra activada  
con 590 µl de diluyente calibrador RD5-53. En seguida a la placa de ensayo se le agregaron 50 
µl de diluyente de ensayo RD1-73 (incluido en el kit) y se procedió a adicionar 50 µl de la 
solución estándar de TGF-β1, de los controles correspondientes y de las muestras problema 
previamente activadas y diluidas. Después de agitar ligeramente la placa durante 1 minuto, ésta  
se cubrió con la cinta adhesiva proporcionada y se dejó incubar por 2 horas a temperatura 
ambiente. Transcurridas las 2 horas, se realizaron 4 lavados con 400 µl de buffer de lavado 
(incluido en el kit) y se dejó que la placa se secara por completo. Posteriormente se adicionaron 
100 µl, a cada pozo, del anticuerpo específico para TGF-β1 conjugado a una enzima, se cubrió 
la placa con la cinta adhesiva y se dejó incubar a temperatura ambiente por 2 horas, pasado este 
tiempo se realizaron nuevamente 4 lavados con 400 µl de buffer de lavado, se dejó secar la 
placa y se adicionaron 100 µl de solución de sustrato (incluida en el kit) a cada pozo, y se 
incubó por 30 minutos a temperatura ambiente protegiendo la palca de la luz. Por último se  
paró la reacción con la  solución específica incluida en el paquete de ELISA y después de agitar 
ligeramente, se determinó la densidad óptica de cada pozo con un lector de placas de ELISA 
(Molecular Device Emax) a 450 y 570 nm. 

 

 Análisis estadístico 

Los datos de volumen tumoral obtenidos durante el experimento fueron analizados con una 

prueba de U DE MANN - WHITNEY. La significancia fue determinada como P<0.001.   
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RESULTADOS 

Inducción del crecimiento tumoral en ratones de la cepa C57BL/6 sin protección 
inmunológica y en presencia de Células Estromales Mesenquimales (CEMs). 
 
El estroma de  tumores sólidos como el Cáncer Cérvico Uterino (CaCu) está compuesto por 
una mezcla compleja de tipos celulares y tejidos, los cuales incluyen células endoteliales, células 
de la respuesta inmune, células estromales como fibroblastos no neoplásicos , vasos sanguíneos 
y matriz extracelular (Albini and Sporn 2007). Estos elementos estromales interaccionan con 
células tumorales y el microambiente que les rodea a través de hormonas, citocinas, 
quimiocinas y proteasas (Udagawa et al., 2006; Koyama et al., 2008). Las células estromales que 
residen en el tumor pueden derivar: del reclutamiento, de ya sea, células troncales en el tejido 
dañado, de fibroblastos en el estroma tumoral, de células derivadas de la médula ósea 
provenientes de la circulación; o de la transición de epitelios a células mesenquimales en el 
parénquima tumoral (Dong et al., 2004; Jodele et al., 2005). 

 

Tomando en consideración lo anterior, el presente estudio se realizó con la finalidad de 
analizar el papel de CEMs provenientes de tejido cervical normal (CEMs-CNOR), de tejido 
cervical tumoral (CEMs-CaCu) y de médula ósea normal (CEMs-MON), todas de origen 
humano, en la inducción de tumores en ratones de la cepa C57BL/6 tanto en condiciones 
normales, como con previa protección inmunológica antitumoral y su posible papel en la 
supresión de la respuesta inmune. Las estirpes de CEMs, como se mencionó en materiales y 
métodos, fueron previamente caracterizadas de acuerdo con los criterios mínimos establecidos 
por la Sociedad Internacional de Terapia Celular. Éstos criterios consisten en ser adherentes, 
tener los marcadores CD105, CD73 y CD90 y carecer de los marcadores de superficie CD45, 
CD34, CD14/CD11b, CD79a/CD19 y HLA-DR en la membrana celular, asimismo, por su 
capacidad de diferenciarse a osteoblastos, adipocitos y condroblastos (Montesinos et al., 2010, 
manuscrito en preparación). La inducción del crecimiento tumoral, se realizó en ratones de la 
cepa C57BL/6 (haplotipo del complejo principal de histocompatibilidad clase I, H2-Db), a los 
cuales se les inocularon células tumorales TC-1, las cuales compartían el haplotipo H2-Db con 
la cepa de ratón, además de expresar las proteínas E6 y E7 de VPH tipo 16. Inicialmente 4 
grupos de 6 ratones cada uno, fueron inoculados con 100 000 células tumorales TC-1 en la 
parte dorsal (lomo) del animal; en los grupos que recibieron CEMs, fueron inoculadas 100 000 
de éstas, a través de la vena caudal. Los grupos tratados fueron los siguientes: 1) Sólo con 
células tumorales TC-1; 2) TC-1 + CEMs-CNOR; 3) TC-1 + CEMs-CaCu; 4) TC-1 + CEMs-
MON. Al evaluar el crecimiento tumoral en los cuatro grupos de tratamiento se encontró que 
los ratones que recibieron células tumorales TC-1 junto con las CEMs mostraron un 
crecimiento tumoral total muy semejante al grupo inoculado solamente con células tumorales, 
no existiendo diferencia significativa entre ratones coinoculados y ratones que únicamente 
recibieron células tumorales TC-1 (Figura 5, Tabla anexa 4). Sin embargo en algunos ratones 
que recibieron células tumorales y CEMs cómo es el caso particular de CEMs-CaCu (en 4 de 6 
ratones), fue posible detectar 2 o más tumoraciones de pequeño tamaño. 
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Figura 5. Inducción de tumores en ratones C57BL/6 bajo condiciones normales (sin protección inmunológica). 
105 células TC-1 fueron inoculadas a ratones C57BL/6 en ausencia de CEMs (TC-1), o en presencia de 105 CEMs 
derivadas de Médula Ósea Normal (TC-1+CEMs-MON), de Cérvix Normal (TC-1+ CEMs-CNOR) y de Cáncer 
Cérvico Uterino (TC-1+CEMs-CaCu). Se muestra el volumen tumoral total y la desviación estándar de la 
evaluación realizada cada tercer día durante 34 días después de la inoculación. * Diferencia no significativa 
(P>0.001). 

Inducción del crecimiento tumoral en ratones de la cepa C57BL/6 con protección 
inmunológica y en presencia de Células Estromales Mesenquimales (CEMs). 
 

Por otro lado, varios trabajos han demostrado que las CEMs exhiben un gran potencial para 
modular la respuesta inmune, debido a su capacidad de suprimir la activación y proliferación de 
linfocitos T vírgenes e incluso de memoria específica a un péptido antigénico (Krampera et al., 
2003). Tomando como base lo anterior, en estudios previos realizados por nuestro equipo de 
trabajo, se ha demostrado que la inmunización de ratones C57BL/6 con el péptido 
RAHYNIVTF (derivado de la proteína E7 de VPH 16) es capaz de generar respuesta 
específica de linfocitos T citotóxicos que lisan eficientemente las  células tumorales TC-1 (Paz 
de la Rosa et al., 2009). En consecuencia, para evaluar el papel de CEMs en la supresión 
inmune en este modelo experimental, se inmunizaron 4 grupos de 6 ratones C57BL/6 con el 
péptido RAHYNIVTF y después de 10 días fueron retados con las células tumorales TC-1 en 
ausencia o presencia de CEMs, de manera similar a los cuatro grupos anteriores. 
Interesantemente, se observó que el grupo de ratones que recibió reto tumoral con células TC-
1 en ausencia de CEMs no mostró crecimiento tumoral después de 40 días de seguimiento, sin 
embargo, los grupos de ratones que recibieron células TC-1 junto con CEMs-CNOR y TC-1 
con CEMs-CaCu, mostraron un crecimiento tumoral evidente después de 19 días de iniciado el 
reto tumoral y de manera significativa a los 40 días (P<0.001) respecto al grupo que 
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únicamente recibió células TC-1. De manera inesperada, el grupo de ratones que recibieron 
TC-1 junto con CEMs-MON no mostró crecimiento tumoral (Figura 6, Tabla anexa 5).  
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Figura 6. Inducción de tumores en ratones C57BL/6 bajo protección inmunológica. Ratones C57BL/6 fueron 
inmunizados con 3 dosis de 100ug del péptido RAHYNIVTF (derivado de la proteína E7 de VPH 16), diez días 
después de la última inmunización, recibieron reto tumoral con 105 células TC-1 en ausencia de CEMs (TC-1), o 
en presencia de 105 CEMs derivadas de Médula Ósea Normal (TC-1+CEMs-MON), de Cérvix Normal ( TC-1+ 
CEMs-CNOR) y de Cáncer Cérvico Uterino (TC-1+CEMs-CaCu). Se muestra el volumen tumoral total y la 
desviación estándar de la evaluación realizada cada tercer día durante 40 días después de inicio del reto tumoral * 
Diferencia significativa (P<0.001). 

 

Los resultados obtenidos en estos experimentos indican que las CEMs, al menos aquellas 
derivadas de Cérvix Normal y de CaCu, permiten el desarrollo tumoral aún bajo condiciones 
de protección inmunológica específica, lo cual sugiere que estas células puedan inducir un 
estado inmunosupresivo en el animal tratado.  

 

Análisis de citocinas Th1 y Th2 en suero de ratones sin protección inmunológica.  

Por otra parte, se ha reportado que las CEMs secretan una gran cantidad de factores con 
actividad  inmunosupresora, tales como TGF-β1, IL-4, IL-5 y HGF entre otros (Locatelli et al., 
2007; Selmani et al., 2008; Rasmusson et al., 2006). 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 e IL-4 y un 
decremento en la producción de TNF-α e IFN-γ (Djouad et al., 2007). Por tanto, con la 
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finalidad de saber si la presencia de CEMs en los ratones tratados inducía cambios en la 
respuesta inmune,  resultó importante analizar la producción de algunas citocinas  activadoras 

de la respuesta inmune celular Th1 (IL-2, TNF- , IFN- ) y supresoras de la misma Th2  (IL-4, 

IL-5, TGF- ). Para llevar a cabo este análisis, se colectaron sueros al día 0 (Pre-Reto), antes de 
iniciados los tratamientos y durante el desarrollo tumoral a  los días 10, 15 y 30.  

 

La producción de citocinas Th1 fue muy baja en  ratones sin  protección inmunológica, en el 
caso de la IL-2, las cantidades de citocina detectada durante el desarrollo tumoral en los 
ratones que recibieron los diferentes tratamientos, fueron menores respecto a la detectada en 

los animales Pre-Reto (4pg/mL) (Figura 7, Tabla anexa 7). En el caso de IFN- , no se 
encontraron niveles detectables de esta citocina (no mostrado). Sin embargo, en el caso 
particular de TNF-α, ésta se encontró incrementada en algunos grupos de animales que 
recibieron tratamientos con células tumorales junto con CEMs-CNOR y CaCu a los 10 días de 
tratamiento, sin embargo en los tiempos posteriores de tratamiento, esta citocina no fue 
detectada. En el caso de ratones que recibieron células TC-1 y CEMs-MON se encontró un 
pico de TNF-α cercano a 10pg/mL a los 15 días y posteriormente decayó a 2pg/mL al día 30 
(Figura 8, Tabla anexa 10).  
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Figura 7. Producción de Interleucina 2 sérica en ratones C57BL/6 tratados con células tumorales TC-1 en 
ausencia de CEMs (TC-1), o en presencia de CEMs derivadas de Médula Ósea Normal (TC-1+CEMs-MON), de 
Cérvix Normal ( TC-1+ CEMs-CNOR) y de Cáncer Cérvico Uterino (TC-1+CEMs-CaCu). Los ratones fueron 
sangrados al día 0 antes de recibir algún tratamiento (Pre-Reto) y posteriormente a los 10, 15 y 30 días (valores 
representativos).  
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Figura 8. Producción de TNF-α sérica en ratones C57BL/6 tratados con células tumorales TC-1 en ausencia de 
CEMs (TC-1), o en presencia de CEMs derivadas de Médula Ósea Normal (TC-1+CEMs-MON), de Cérvix 
Normal ( TC-1+ CEMs-CNOR) y de Cáncer Cérvico Uterino (TC-1+CEMs-CaCu). Los ratones fueron 
sangrados al día 0 antes de recibir algún tratamiento (Pre-Reto) y posteriormente a los 10, 15 y 30 días (valores 
representativos).  

 

Las citocinas inmunosupresoras IL-4 e IL-5 no mostraron incremento en su producción 
durante el desarrollo de los tumores en los diferentes grupos de animales tratados, las 
cantidades de IL-4 se mantuvieron por debajo de la cantidad detectada en los animales Pre-
Reto (1.2 pg/mL) (Figura 9, Tabla anexa 8). Por otra parte la IL-5 mostró una disminución 
paulatina en la concentración sérica de los animales de los diferentes grupos de tratamiento, de 
3.5pg/ml en los primeros 10 días a una concentración cercana a 2pg/mL en el día 30 del 
desarrollo tumoral (Figura 10, Tabla anexa 9).  

El TGF-  mostró niveles incrementados durante el tiempo de desarrollo tumoral 
particularmente en los animales que recibieron células tumorales y CEMs en los primeros 10 
días, en donde las cantidades de citocinas se incrementaron de 500pg/mL a 600pg/ml en 
ratones que recibieron células TC-1 con CEMs-MON y CEMs-CNOR, mientras que en el 
caso de los ratones que recibieron CEMs-CaCu, la concentración de citocina detectada fue de 
1100pg/mL. Las cantidades de esta citocina fueron mantenidas a niveles superiores a las 
encontradas en los animales Pre-Reto, en la mayoría de los animales a los tiempos de 20 y 30 
días de tratamiento (Figura 11, Tabla anexa 11).  
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Figura 9. Producción de Interleucina 4 sérica en ratones C57BL/6 tratados con células tumorales TC-1 en 
ausencia de CEMs (TC-1), o en presencia de CEMs derivadas de Médula Ósea Normal (TC-1+CEMs-MON), de 
Cérvix Normal ( TC-1+ CEMs-CNOR) y de Cáncer Cérvico Uterino (TC-1+CEMs-CaCu). Los ratones fueron 
sangrados al día 0 antes de recibir algún tratamiento (Pre-Reto) y posteriormente a los 10, 15 y 30 días (valores 
representativos).  
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Figura 10. Producción de Interleucina 5 sérica en ratones C57BL/6 tratados con células tumorales TC-1 en 
ausencia de CEMs (TC-1), o en presencia de CEMs derivadas de Médula Ósea Normal (TC-1+CEMs-MON), de 
Cérvix Normal ( TC-1+ CEMs-CNOR) y de Cáncer Cérvico Uterino (TC-1+CEMs-CaCu). Los ratones fueron 
sangrados al día 0 antes de recibir algún tratamiento (Pre-Reto) y posteriormente a los 10, 15 y 30 días (valores 
representativos).  
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Figura 11. Producción de TGF-β sérica en ratones C57BL/6 tratados con células tumorales TC-1 en ausencia de 
CEMs (TC-1), o en presencia de CEMs derivadas de Médula Ósea Normal (TC-1+CEMs-MON), de Cérvix 
Normal ( TC-1+ CEMs-CNOR) y de Cáncer Cérvico Uterino (TC-1+CEMs-CaCu). Los ratones fueron 
sangrados al día 0 antes de recibir algún tratamiento (Pre-Reto) y posteriormente a los 10, 15 y 30 días (valores 
representativos). 

 

Análisis de citocinas Th1 y Th2 en suero de ratones con protección inmunológica.  

En los animales que recibieron inmunización previa con el péptido antigénico RAHYNIVTF, 
se encontraron algunos cambios importantes en la producción de algunas citocinas de tipo 
Th1. En el caso de la IL-2, se encontró que las cantidades de esta citocina fueron mantenidas 
de manera constante durante el desarrollo tumoral, en un intervalo de 3-5 pg/mL de suero, 
muy parecido al encontrado en los animales que habían recibido únicamente la inmunización 

con el péptido (Pre-reto) (4pg/mL) (Figura 12, Tabla anexa 7). Por otro lado, el IFN-  mostró 
valores de 5 y 10pg/mL durante los 10 primeros días en ratones que recibieron las células TC-
1 + CEMs-CNOR y CaCu respectivamente, éstos valores disminuyeron a 4 y 5pg/mL 30 días 
después de la inoculación de células tumorales y CEMs (Figura 13, Tabla anexa 6). En los 
ratones inmunizados con el péptido, antes de la inoculación de las células tumorales, no se 

encontraron cantidades detectables de IFN- . El TNF-α fue detectado particularmente a los 10 
y 15 días en los ratones que fueron inoculados con células TC-1 + CEMs-CNOR y CaCu, 
manteniendo las concentraciones de 5 y 25pg/mL respectivamente (Figura 14, Tabla anexa 
10).  
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Figura 12. Producción de Interleucina 2 en ratones C57BL/6 bajo protección inmunológica y con reto tumoral. 
Ratones C57BL/6 fueron inmunizados con 3 dosis de 100μg del péptido RAHYNIVTF (derivado de la proteína 
E7 de VPH 16), diez días después de la última inmunización, recibieron reto tumoral con 105 células TC-1 en 
ausencia de CEMs (TC-1), o en presencia de 105 CEMs derivadas de Médula Ósea Normal (TC-1+CEMs-MON), 
de Cérvix Normal (TC-1+ CEMs-CNOR) y de Cáncer Cérvico Uterino (TC-1+CEMs-CaCu). Los ratones fueron 
sangrados al día 0 antes de recibir algún tratamiento (Pre-Reto) y posteriormente a los 10, 15 y 30 días (valores 
representativos). 
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Figura 13. Producción de IFN-γ en ratones C57BL/6 bajo protección inmunológica y con reto tumoral. Ratones 
C57BL/6 fueron inmunizados con 3 dosis de 100μg del péptido RAHYNIVTF (derivado de la proteína E7 de 
VPH 16), diez días después de la última inmunización, recibieron reto tumoral con 105 células TC-1 en ausencia 
de CEMs (TC-1), o en presencia de 105 CEMs derivadas de Médula Ósea Normal (TC-1+CEMs-MON), de 
Cérvix Normal (TC-1+ CEMs-CNOR) y de Cáncer Cérvico Uterino (TC-1+CEMs-CaCu). Los ratones fueron 
sangrados al día 0 antes de recibir algún tratamiento (Pre-Reto) y posteriormente a los 10, 15 y 30 días (valores 
representativos). 
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Figura 14 Producción de TNF-α en ratones C57BL/6 bajo protección inmunológica y con reto tumoral. Ratones 
C57BL/6 fueron inmunizados con 3 dosis de 100μg del péptido RAHYNIVTF (derivado de la proteína E7 de 
VPH 16), diez días después de la última inmunización, recibieron reto tumoral con 105 células TC-1 en ausencia 
de CEMs (TC-1), o en presencia de 105 CEMs derivadas de Médula Ósea Normal (TC-1+CEMs-MON), de 
Cérvix Normal (TC-1+ CEMs-CNOR) y de Cáncer Cérvico Uterino (TC-1+CEMs-CaCu). Los ratones fueron 
sangrados al día 0 antes de recibir algún tratamiento (Pre-Reto) y posteriormente a los 10, 15 y 30 días (valores 
representativos). 

Por otra parte, al analizar las concentraciones de las citocinas con características 
inmunosupresoras (Th2) de la respuesta inmune celular, se encontraron incrementos  
importantes en los sueros de los animales que tuvieron reto tumoral en presencia de CEMs.   
En el caso de IL-4, los sueros de  ratones que fueron sangrados antes del reto tumoral, 
mostraron valores de 1.25pg/mL de suero. Diez días después de iniciado el reto tumoral, los 
valores se incrementaron a 1.7pg/mL en ratones que recibieron células TC-1 y en ratones que 
recibieron células TC-1 junto con CEMs-CNOR y CEMs-CaCu los valores se incrementaron a 
2 y 2.5pg/mL respectivamente. Los valores de estos últimos grupos incrementaron a 2 y 
3pg/mL al día 30 de tratamiento (Figura 15, Tabla anexa 8). En el caso de IL-5, se encontraron 
ligeros incrementos  en la concentración de esta citocina en algunos grupos que recibieron 
CEMs,  como fue el caso de CEMs-CaCu y CEMs-MON, que incrementaron de 3.5pg/mL al 
inicio del tratamiento a 4.5 y 5.5pg/mL respectivamente al final del mismo (Figura 16, Tabla 
anexa 9). Por último, la concentración de TGF-β fue incrementada notablemente después de 
10 días de iniciada la inoculación de células TC-1 en presencia de CEMs-CNOR y CEMs-
CaCu, debido a que las concentraciones de esta citocina incrementaron de 500pg/mL a 700 y 
1000pg/mL respectivamente. En el caso de los ratones que recibieron únicamente células TC-
1, se encontró un pico de 1000pg/mL a los 15 días del tratamiento, y en el caso de los ratones 
que recibieron CEMs-MON a los 30 días también mostraron un pico cercano a 1000pg/mL 
(Figura 17, Tabla anexa 11). 
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Figura 15. Producción de Interleucina 4 en ratones C57BL/6 bajo protección inmunológica y con reto tumoral. 
Ratones C57BL/6 fueron inmunizados con 3 dosis de 100μg del péptido RAHYNIVTF (derivado de la proteína 
E7 de VPH 16), diez días después de la última inmunización, recibieron reto tumoral con 105 células TC-1 en 
ausencia de CEMs (TC-1), o en presencia de 105 CEMs derivadas de Médula Ósea Normal (TC-1+CEMs-MON), 
de Cérvix Normal (TC-1+ CEMs-CNOR) y de Cáncer Cérvico Uterino (TC-1+CEMs-CaCu). Los ratones fueron 
sangrados al día 0 antes de recibir algún tratamiento (Pre-Reto) y posteriormente a los 10, 15 y 30 días (valores 
representativos). 
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Figura 16. Producción de Interleucina 5 en ratones C57BL/6 bajo protección inmunológica y con reto tumoral. 
Ratones C57BL/6 fueron inmunizados con 3 dosis de 100μg del péptido RAHYNIVTF (derivado de la proteína 
E7 de VPH 16), diez días después de la última inmunización, recibieron reto tumoral con 105 células TC-1 en 
ausencia de CEMs (TC-1), o en presencia de 105 CEMs derivadas de Médula Ósea Normal (TC-1+CEMs-MON), 
de Cérvix Normal (TC-1+ CEMs-CNOR) y de Cáncer Cérvico Uterino (TC-1+CEMs-CaCu). Los ratones fueron 
sangrados al día 0 antes de recibir algún tratamiento (Pre-Reto) y posteriormente a los 10, 15 y 30 días (valores 
representativos). 
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Figura 17. Producción de TGF-β en ratones C57BL/6 bajo protección inmunológica y con reto tumoral. Ratones 
C57BL/6 fueron inmunizados con 3 dosis de 100μg del péptido RAHYNIVTF (derivado de la proteína E7 de 
VPH 16), diez días después de la última inmunización, recibieron reto tumoral con 105 células TC-1 en ausencia 
de CEMs (TC-1), o en presencia de 105 CEMs derivadas de Médula Ósea Normal (TC-1+CEMs-MON), de 
Cérvix Normal (TC-1+ CEMs-CNOR) y de Cáncer Cérvico Uterino (TC-1+CEMs-CaCu). Los ratones fueron 
sangrados al día 0 antes de recibir algún tratamiento (Pre-Reto) y posteriormente a los 10, 15 y 30 días (valores 
representativos). 
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ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

El papel de CEMs en el microambiente tumoral aún es incierto, sin embargo, algunos estudios 
con modelos tumorales singénicos, alogénicos y xenogénicos, han mostrado que favorecen el 
implante y crecimiento tumoral (Yen and Yen 2008; Karnoub et al., 2007; Djouad et al., 2003.).  

En el presente estudio se analizó la capacidad de CEMs derivadas de Médula Ósea Normal 
(CEMs-MON), de Cérvix Normal (CEMs-CNOR) y de Cáncer Cérvico Uterino (CEMs-CaCu) 
de humano, para inducir el crecimiento tumoral en ratones de la cepa C57BL/6 (haplotipo H2-
Db). Para ello se utilizaron células tumorales TC-1 del mismo haplotipo H2-Db y positivas a 
E6/E7 de VPH-16, bajo condiciones normales y con previa protección inmunológica con el 
péptido antigénico RAHYNIVTF derivado de la proteína E7 de VPH 16. De acuerdo a los 
resultados obtenidos, este modelo tumoral in vivo, nos permitió revelar los siguientes hallazgos: 
1) la inoculación de CEMs en animales inmunizados, revirtió el efecto protector del péptido 
antigénico RAHYNIVTF, ya que favoreció el crecimiento de tumores; 2) en ratones que 
recibieron protección inmunológica, aunque el patrón de las citocinas Th1 (IL-2, IFN-γ y 
TNF-α) se encontró ligeramente incrementado, predominó la producción de citocinas 
inmunosupresoras Th2 (IL-4, IL-5 ) y TGF-β durante el desarrollo tumoral; 3) el crecimiento 
de tumores inducidos por las células TC-1 no fue incrementado significativamente por la 
aplicación de las CEMs en los ratones bajo condiciones normales y; 4) en los ratones que no 
recibieron protección inmunológica se encontraron bajos o nulos niveles de citocinas pro-
inflamatorias TNF-α e IFN-γ respectivamente; y altos niveles de la citocina inmunosupresora 

TGF-  principalmente en ratones que recibieron TC-1 y CEMs. Estas observaciones nos 
permiten sugerir que las CEMs de CaCu y cérvix normal participaron de manera importante en 
la supresión de la respuesta inmune de los ratones, favoreciendo el desarrollo de tumores bajo 
condiciones de protección inmunológica.  

En este estudio se determinó el volumen tumoral como un parámetro para comparar el efecto 
ejercido por la aplicación de CEMs en el crecimiento de tumores en ratones C57BL/6. Aunque 
no se verificó la presencia de CEMs en los tumores inducidos, la inyección de estas células por 
vía sistémica, a través de la vena caudal, nos permitió asegurar que parte de ellas tuvieran como 
destino, el sitio en donde las células tumorales fueron inoculadas. Esta aseveración se basa en 
el hecho de que en  varios modelos experimentales, utilizando varias vías de administración de 
las CEMs en tumores primarios o metastásicos, se ha observado que las CEMs tienen alta 
capacidad de dirigirse, injertar y permanecer en el sitio tumoral formando redes estromales 
(Spaeth et al., 2009; Nakamizo et al., 2005; De Palma et al., 2003; Kidd et al., 2008). Este 
fenómeno se ha atribuido a que el microambiente tumoral, a comparación de otros tejidos, es 
un promotor ideal para que las CEMs se injerten y recluten in situ, debido a la liberación de 
varios factores solubles que promueven el crecimiento tumoral y contribuyen a la 
microvascularización. Entre estos factores se encuentran: el factor de crecimiento epidermal 
(EGF), factor de crecimiento vascular endotelial-A (VEGF-A), factor de crecimiento de 
fibroblastos (FGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor derivado de 
células estromales -1a (SDF-1a), IL-8, IL-6, factor estimulador de colonias de granulocitos (G-
CSF), factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF), proteína 
quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1), factor de crecimiento hematopoyético (HGF), 
factor de crecimiento transformante–β 1(TGF-β1), activador de plasminógeno tipo urocinasa 
(uPA) (Honczarenko et al., 2006; Birnbaum et al., 2007; Feng and Chen 2009). También es 
conocido que las CEMs funcionalmente expresan receptores de quimiocinas  tales como 
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CCR1, CCR4, CCR7, CCR9, CCR10, CXCR4, CXCR5, CXCR6, CX3CR1, y cmet, los cuales 
pueden ser importantes en el  proceso de reclutamiento en el sitio tumoral (Feng and Chen 
2009).  Una vez establecidas en el tumor, las CEMs se integran en el estroma para formar parte 
de la arquitectura del tumor, además  compiten con los precursores mesenquimales locales del 
tumor para proliferar (Feng and Chen 2009; Studeny et al., 2002).  

En nuestro sistema experimental, encontramos que la inoculación de CEMs-MON, CEMs-
CNOR y CEMs-CaCu en los ratones que no recibieron inmunización previa, no incrementó la 
masa tumoral comparada con la inducida únicamente por las células TC-1 (Figura 5). Este 
mismo fenómeno fue observado por Karnoub et al., 2007, quien usó un modelo xenogénico 
coinyectando 4 tipos distintos de células de cáncer de mama con CEMs de médula ósea 
humanas en ratones, con este modelo pudo observar, en por lo menos uno de los 4 grupos 
coinyectados, una cinética de crecimiento más acelerada gracias a la presencia de CEMs. En 
otro estudio se encontró que al inocular CEMs por vía sistémica, éstas muestran un potente 
efecto antitumor, esto en el caso de la coinyección con células de Sarcoma de Kaposi, y el 
efecto es conservado a pesar de que se inoculen al mismo tiempo o después de que el tumor se 
ha establecido (Khakoo et al., 2006). Otros estudios adicionales, han mostrado un crecimiento 
in vivo de las líneas celulares K6 (derivada de CEMs anormales) y SW480 (de un cáncer de 
colon) cuando fueron trasplantadas con CEMs normales (Zhu et al., 2006; Kidd et al., 2008). 
Asimismo, se ha demostrado que células estromales derivadas de médula ósea tienen la 
capacidad de iniciar cáncer gástrico, al ser reclutadas en el sitio de inflamación crónica inducida 
por infección por helicobacter pilori en el estómago (Houghton et al., 2004; Kidd et al., 2008). En 
otro reporte, CEMs derivadas de tejido adiposo, fueron implicadas en el incremento de la 
proliferación y sobrevivencia de células tumorales (Yu et al., 2008; Kidd et al., 2008). 

Por otro lado, el péptido RAHYNIVTF de la proteína E7 de VPH-16, el cual es conocido 

como un determinante antigénico importante para la activación de linfocitos T citotóxicos, ha 

sido previamente evaluado en varios modelos experimentales en ratón (haplotipo H-2Db) y en 

vacunas a base de péptidos en humanos para favorecer la respuesta antitumoral (Feltkamp et 

al., 1993; Khammanivong et al., 2003). En nuestro modelo experimental fue utilizado para 

conferir protección en los ratones C57BL/6 contra las células tumorales TC-1. De acuerdo 

con nuestras observaciones, este péptido fue efectivo al inhibir el crecimiento tumoral cuando 

únicamente se inocularon las células tumorales TC-1 (Figura 6). Sin embargo, de manera muy 

interesante, se observó que ratones que recibieron CEMs-CNOR y CEMs-CaCu además de las 

células TC-1, mostraron crecimiento tumoral a pesar de haber tenido la protección 

inmunológica con el péptido. El crecimiento tumoral en este caso, fue percibido de manera 

más tardía (19 días), comparado con el observado en los ratones que no recibieron 

inmunización previa (10 días), no obstante este comportamiento no fue observado al utilizar 

CEMs derivadas de médula ósea (Figura 6). En trabajos realizados por nuestro grupo de 

trabajo, se ha observado que las CEMs-MON no afectan la proliferación de células tumorales 

TC-1 in vitro, pero si son capaces de disminuir la expresión de moléculas del Complejo 

Principal de Histocompatibilidad (Gutierrez 2010 manuscrito en preparación), lo anterior 

probablemente explica el fenómeno apreciado in vivo en el cual no se detecto crecimiento 

tumoral a lo largo del experimento. 
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Por otra parte, si bien es aceptado que la proliferación de células malignas es causada por la 

“inmunoparálisis” del huésped, las CEMs, pueden  participar en la inhibición de las respuestas 

inflamatorias  al promover la producción de citocinas anti-inflamatorias que favorecen un 

“microambiente inmunosupresivo” propicio para el crecimiento y la metástasis tumoral 

(Djouad et al., 2003; Feng and Chen 2009). Además, como es sabido, la respuesta inmune 

celular en las poblaciones de linfocitos T CD4 inducidas por la estimulación de antígenos, 

pueden ser caracterizadas por distintos patrones en la producción de citocinas, por ejemplo las 

células Th1 producen IL2, TNF-α e IFN-γ que se caracterizan por activar la respuesta inmune 

celular mediada por linfocitos T citotóxicos; mientras que las células Th2 las cuales producen 

IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13, que al igual que TGF-β, antagonizan la función de las citocinas Th1. 

En consecuencia, resultó importante analizar la producción de algunas de estas citocinas en el 

suero de los ratones tratados, y se encontró,  que en ratones que no recibieron inmunización, 

los patrones de las citocinas pro-inflamatorias TNF-α e IFN-γ, fueron muy bajos o nulos en la 

mayoría de los grupos experimentales, sin embargo hubo un predominio en la producción de 

TGF-β, particularmente en los ratones que recibieron CEMs (Figuras 7-11). Por otro lado, en 

ratones que recibieron inmunización previa con el péptido antigénico, el patrón de las citocinas 

Th1 (IL-2, IFN-γ y TNF-α) se encontró ligeramente incrementado, pero predominó la 

producción de citocinas inmunosupresoras Th2 (IL-4, IL-5) principalmente TGF-β durante el 

desarrollo tumoral (Figuras 12-17). Estos resultados nos permiten sugerir que las CEMs de 

CaCu y cérvix normal, indujeron un ambiente inmunosupresor  capaz de promover el 

crecimiento tumoral, en los ratones previamente inmunizados. Lo observado en ratones con 

protección inmunológica resulta muy interesante ya que estos tipos de CEMs fueron capaces 

de inhibir la aparente respuesta celular que se estaba efectuando. Según los datos encontrados 

para producción de citocinas del perfil Th1 como IFN-γ y TNF-α (Figuras 13 y 14) éstas 

fueron detectadas en mayor cantidad que en animales Pre-Reto, este aumento fue detectado 

hasta los 15 días, en el análisis hecho al día 30 la producción de citocinas proinflamatorias 

decae drásticamente lo cual coincide con el inicio de crecimiento tumoral en estos ratones y el 

aumento en la cantidad de citocinas como TGF-β y del perfil Th2 como IL-4 (Figuras 17 y 15)  

Esta aseveración se basa en que experimentalmente se ha demostrado que las CEMs suprimen 

la respuesta proliferativa y activación de linfocitos T CD3+, CD4+ y CD8+ a antígenos 

alogénicos y xenogénicos (Feng and Chen 2009; Glennie et al., 2005), esencialmente mediante 

factores solubles tales como TGF-β, HGF, IL-10, IL-4 y prostaglandina E2 (PGE2) e 

indoleamina-2, 3 deshidrogenasa (IDO). Asimismo, nuestros resultados concuerdan con lo 

reportado por Angoulvant et al., 2004, quien demostró que CEMs humanas derivadas de 

médula ósea, pueden disminuir la secreción de IFN-γ por parte de los linfocitos Th1 e 

incrementar la secreción de IL-4 por los linfocitos Th2. Además se tiene reportado que las 

CEMs no son sensibles a la citotoxicidad mediada por linfocitos T citotóxicos y son capaces de 

inhibir la actividad citotóxica de linfocitos T en una manera dependiente del tiempo y de la 

dosis ante linfocitos T pre-estimulados con antígeno (Angoulvant et al., 2004; Feng and Chen 

2009). Por otro lado, es claro que mientras los linfocitos T citotóxicos son células efectoras 

importantes para eliminar células infectadas por virus como el de VPH (Benton et al., 1992; Xu 

et al., 2008),  y los linfocitos T CD4+ son importantes en controlar las lesiones asociadas con 
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VPH (Iwatsuki et al., 1986; Xu et al., 2008), entonces el balance de citocinas inclinado hacia el 

tipo Th2, además de inducir inmunosupresión, también conduce al incremento en la 

proporción de linfocitos T reguladores (Tregs). Como se sabe, los Tregs son los encargados de 

mantener la tolerancia inmune para evitar la respuesta hacia lo propio, así como para 

desregular la respuesta inmune en varias patologías. Existen varias evidencias de que los 

linfocitos T CD4+ CD25+ Tregs juegan un papel importante en suprimir la respuesta mediada 

por linfocitos T contra la infección por muchos tipos virales en humanos (Marshall et al., 2003; 

Aandahl et al., 2004; Cabrera et al., 2004; Suvas et al., 2004; Xu et al., 2008). En el caso particular 

de infecciones persistentes por VPH-16 se ha observado que pacientes que desarrollan 

neoplasias intraepiteliales (NICs) mantienen cantidades incrementadas de Tregs (Molling et al., 

2007; Xu et al., 2008). Además, la falla en la respuesta inmune de estos pacientes, puede ser 

naturalmente programada y relacionada a una subpoblación específica de linfocitos T regs. 

Visser et al entre otros autores, han encontrado un incremento en la generación de linfocitos T 

reguladores CD4+ CD25+alto y su influjo en el tumor y nódulos linfáticos en las pacientes a 

medida que  la enfermedad avanza (Visser et al., 2007; Molling et al., 2007; Nakamura et al., 

2007; Piersma et al., 2007). Algunas otras evidencias han demostrado que la presencia de 

cantidades incrementadas de T regs en pacientes con cáncer cervical, se asocian con la 

supresión de la respuesta inmune específica a la infección por VPH, por ejemplo en pacientes 

con positividad a VPH-16, la depleción in vitro de células T CD25+, resultó en un incremento 

de células T productoras de IFN-γ contra péptidos de E6 y E7 de VPH-16 (Visser et al., 2007). 

Aunque la generación de Tregs resulta aún incierta, se ha reportado que las CEMs, pueden ser 

uno de los candidatos celulares implicados en la inducción de estas células inmunosupresoras, 

debido a su capacidad de reclutar y mantener la función reguladora de linfocitos T reguladores 

(Pittenger et al., 1999; Dominici et al., 2006; Prevosto et al., 2007; Di Ianni et al., 2008; Selmani et 

al., 2008). Por tanto, la presencia de CEMs en tumores cervicales, pueden contribuir de manera 

muy importante en la supresión de la respuesta inmune local y sistémica, debido ya sea a sus 

capacidades intrínsecas de generar inmunosupresión, o a la de inducir T regs.  
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CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en el presente estudio, nos permiten sugerir que las CEMs de Cérvix 
Normal y CaCu participaron de manera importante en la supresión de la respuesta inmune de 
los ratones, favoreciendo el desarrollo de tumores en condiciones de protección inmunológica. 
Lo anterior remarca el papel de las CEMs en el crecimiento de tumores y su posible papel en el 
escape inmunológico. Por lo que al igual que las células tumorales, estas células resultan ser 
blancos específicos para proponer estrategias para revertir el crecimiento tumoral y la 
supresión inmunológica que genera a nivel local y sistémico. 

 De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir que: 

1) La inoculación de CEMs derivadas de Cérvix Normal y CaCu revirtió el efecto 
protector del péptido antigénico RAHYNIVTF en los animales que fueron 
previamente inmunizados, ya que favoreció el crecimiento de tumores.  

 

2) En ratones que recibieron protección inmunológica, el patrón de citocinas Th1 (IL-2, 
IFN-γ y TNF-α) se encontró ligeramente incrementado, pero predominó la producción 
de citocinas inmunosupresoras Th2 (IL-4, IL-5) y TGF-β durante el desarrollo tumoral. 

 

3) El crecimiento de tumores inducidos por las células TC-1 no fue incrementado 
significativamente por la aplicación de las CEMs en los ratones bajo condiciones 
normales-, y 

 

4) En los ratones que no recibieron protección inmunológica se encontraron bajos o 
nulos niveles de citocinas pro-inflamatorias TNF-α e IFN-γ respectivamente; y altos 

niveles de la citocina inmunosupresora TGF-  principalmente en ratones que 
recibieron TC-1 y CEMs 
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PERSPECTIVAS 

 

De acuerdo a nuestros resultados, se encontró que  las CEMs tienen un papel importante en la 
supresión de respuesta inmune antitumor, lo cual se vio reflejado en el cambio de perfil de 
secreción de citocinas y el establecimiento de tumores en ratones con inmunización previa, con 
estos datos resulta necesario saber el efecto de las CEMs sobre linfocitos T citotóxicos, por lo 
que seria conveniente evaluar la funcionalidad de estos durante el crecimiento tumoral. Por 
otra parte, la inmunosupresión causada por las CEMs en este experimento se atribuye a la 
secreción de factores solubles pero es importante conocer si las CEMs son capaces de arribar 
al sitio del tumor, así que se debe monitorear el trayecto de las CEMs marcándolas antes de 
inocular y realizando cortes histológicos de los tumores generados en los ratones para saber si 
las CEMs inoculadas se encuentran infiltradas. 

Además en este caso las células tumorales y las CEMs se inocularon al mismo tiempo, sin 
embargo existen varios reportes de que las CEMs son reclutadas por quimiocinas  secretadas 
durante procesos inflamatorios o provenientes del microambiente tumoral, lo que resultaría 
importante averiguar  la presencia de receptores específicos  para quimiocinas en las CEMs.  
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ANEXOS 
 
Tabla 4. Inducción del crecimiento tumoral en ratones de la cepa C57BL/6 sin protección 
inmunológica y en presencia de Células Estromales Mesenquimales (CEMs), valores de 
volumen tumoral total. 

TC-1 TC-1+CEMs-MON TC-1+CEMs-CaCu TC-1+CEMs-CNOR

10 0.00095 0.0042 0.21215 0.0697

13 0.7931 0.5186 0.68045 0.58885

15 1.40805 0.8575 1.66905 0.77865

17 3.3882 1.43945 3.55055 1.34125

21 5.7289 2.7934 3.58625 5.462

22 6.44085 3.8583 3.7355125 6.4092

24 12.2597 11.05365 7.13825 7.07115

27 16.31465 11.1193 14.16295 10.0897

29 17.2965625 13.75185 15.66785 11.4923

31 19.55765 13.88885 20.4059 13.85225

34 22.9287 19.4051 22.8444 22.3338

TRATAMIENTOS

DÍA

 
Tabla 5. Inducción del crecimiento tumoral en ratones de la cepa C57BL/6 con protección 
inmunológica y en presencia de Células Estromales Mesenquimales (CEMs), valores de 
volumen tumoral total. 

TC-1 TC-1+CEMs-CaCu TC-1+CEMs-CNOR TC-1+CEMs-MON

19 0 0.00005 0.00005 0

21 0 0.5008 0.38725 0

23 0 0.60905 0.79385 0

26 0 1.24805 1.03685 0

28 0 1.68745 1.96025 0

30 0 3.7098 4.74325 0

33 0 6.1952 5.95205 0

35 0 6.9938 6.48405 0

37 0 10.58 7.0353 0

40 0 12.8018 13.0178 0

TRATAMIENTOS

DÍA
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Análisis de citocinas Th1 y Th2 en suero de ratones con protección inmunológica  
 
Tabla 6. Producción de IFN-γ en ratones C57BL/6 con y sin inmunización previa y con 
reto tumoral (valores representativos).  
 

SIN INM. CON INM.

0 DIAS PREINMUNE 0 0

TC-1 0 2.390405

TC-1 +CEMs-MON 0 0

TC-1 + CEMs-CNOR 0 5.210918

TC-1 + CEMs-CaCu 0 10.65343

TC-1 0 1.662531

TC-1 +CEMs-MON 0 0

TC-1 + CEMs-CNOR 0 3.788255

TC-1 + CEMs-CaCu 0 9.263854

TC-1 0 1.952026

TC-1 +CEMs-MON 0 2.497932

TC-1 + CEMs-CNOR 0 4.234905

TC-1 + CEMs-CaCu 0 5.508685

IFN-γ

10 DIAS

15 DIAS

30 DIAS  
 

Tabla 7. Producción de IL-2 en ratones C57BL/6 con y sin inmunización previa y con reto 
tumoral (valores representativos).  
 

SIN INM. CON INM.

0 DIAS PREINMUNE 4.05415162 4.05415162

TC-1 3.92779783 2.765517

TC-1 +CEMs-MON 3.70036101 0

TC-1 + CEMs-CNOR 4.03610108 3.524138

TC-1 + CEMs-CaCu 3.92057762 4.141379

TC-1 3.77978339 2.217241

TC-1 +CEMs-MON 3.93862816 0

TC-1 + CEMs-CNOR 3.85559567 3.027586

TC-1 + CEMs-CaCu 3.70036101 4.210345

TC-1 3.92779783 3.065517

TC-1 +CEMs-MON 3.7400722 4.996552

TC-1 + CEMs-CNOR 3.79783394 3.458621

TC-1 + CEMs-CaCu 3.83393502 4.737931

IL-2

10 DIAS

15 DIAS

30 DIAS  
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Tabla 8. Producción de IL-4 en ratones C57BL/6 con y sin inmunización previa y con reto 
tumoral (valores representativos).  
 

SIN INM. CON INM.

0 DIAS PREINMUNE 1.25162171 1.25162171

TC-1 0.91020826 1.676012

TC-1 +CEMs-MON 0.71511486 0

TC-1 + CEMs-CNOR 1.08579232 2.074766

TC-1 + CEMs-CaCu 0.89069892 2.542056

TC-1 0.71023753 1.638629

TC-1 +CEMs-MON 0.82241623 0

TC-1 + CEMs-CNOR 0.77852022 2.043614

TC-1 + CEMs-CaCu 0.67121885 2.900312

TC-1 0.70536019 1.950156

TC-1 +CEMs-MON 0.90045359 3.096573

TC-1 + CEMs-CNOR 0.61756816 2.127726

TC-1 + CEMs-CaCu 0.68585085 3.127726

10 DIAS

15 DIAS

30 DIAS

IL-4

 
 

Tabla 9. Producción de IL-5 en ratones C57BL/6 con y sin inmunización previa y con reto 
tumoral (valores representativos).  
 

SIN INM. CON INM.

0 DIAS PREINMUNE 3.50698642 3.50698642

TC-1 2.83311862 2.838645

TC-1 +CEMs-MON 3.68536319 0

TC-1 + CEMs-CNOR 3.45743732 3.476096

TC-1 + CEMs-CaCu 3.37815876 3.13745

TC-1 2.07006243 2.121514

TC-1 +CEMs-MON 2.92230701 0

TC-1 + CEMs-CNOR 3.14032306 2.559761

TC-1 + CEMs-CaCu 1.95114458 4.661355

TC-1 2.06015261 2.50996

TC-1 +CEMs-MON 2.86284808 5.62749

TC-1 + CEMs-CNOR 1.75294817 3.396414

TC-1 + CEMs-CaCu 1.9115053 2.081673

10 DIAS

15 DIAS

30 DIAS

IL-5
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Tabla 10. Producción de TNF-α en ratones C57BL/6 con y sin inmunización previa y con 
reto tumoral (valores representativos).  
 

SIN INM. CON INM.

0 DIAS PREINMUNE 0.61491161 0.61491161

TC-1 0 0

TC-1 +CEMs-MON 0 0

TC-1 + CEMs-CNOR 3.92006149 5.842697

TC-1 + CEMs-CaCu 3.53574174 27.70787

TC-1 0 0

TC-1 +CEMs-MON 9.72328978 0

TC-1 + CEMs-CNOR 0 5.05618

TC-1 + CEMs-CaCu 0 25.4382

TC-1 3.24750192 0

TC-1 +CEMs-MON 2.07532667 1.292135

TC-1 + CEMs-CNOR 0 0

TC-1 + CEMs-CaCu 0 3.820225

10 DIAS

15 DIAS

30 DIAS

TNF-α

 
 

Tabla 11. Producción de TGF-β en ratones C57BL/6 con y sin inmunización previa y con 
reto tumoral (valores representativos).  
 

SIN INM. CON INM.

0 DIAS PREINMUNE 494 494

TC-1 634 275

TC-1 +CEMs-MON 581 0

TC-1 + CEMs-CNOR 710 720

TC-1 + CEMs-CaCu 1094 974

TC-1 0 944

TC-1 +CEMs-MON 711 0

TC-1 + CEMs-CNOR 619 324

TC-1 + CEMs-CaCu 843 364

TC-1 533 0

TC-1 +CEMs-MON 238 920

TC-1 + CEMs-CNOR 1256 670

TC-1 + CEMs-CaCu 704 233

15 DIAS

30 DIAS

TGF-β

10 DIAS

 


	Portada
	Índice
	Abreviaturas de uso Frecuente
	Resumen
	Introducción
	Marco Teórico
	Planteamiento del Problema y Justificación
	Hipótesis
	Objetivos 
	Estrategía Experimental 
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Análisis y Discusión de Resultados
	Conclusiones
	Perspectivas
	Bibliografía
	Anexos



