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RESUMEN 

El cáncer cérvico uterino (CaCu) en México, representa la segunda causa de muerte por 

tumores malignos en mujeres, con un 14.4% del total, representando más de 4,000 

muertes por año. Las células tumorales desarrollan durante su generación múltiples 

mecanismos inmunosupresores que evaden el reconocimiento inmune o suprimen los 

mecanismos efectores de células T antitumorales. Un mecanismo inmunosupresor, 

recientemente propuesto, es la vía adenosinérgica mediante la producción de adenosina 

extracelular. Este compuesto es generado a partir de nucleótidos extracelulares 

catalizados por ectonucleotidasas como CD39 y CD73. Por otra parte se sabe que las 

células estromales mesenquimales (CEM’s) se caracterizan por exhibir efectos inhibidores 

sobre la respuesta de los linfocitos T. En estudios previos hemos encontrado que la 

presencia de CEM’s, en cocultivos heterólogos con células mononucleares de sangre 

periférica favorece la inducción de poblaciones de linfocitos T reguladores (Treg) CD4+ 

CD25+ Foxp3+ CTLA-4+, además de inhibir la proliferación de linfocitos T estimulados con 

IL-2 y fitohemaglutinina. Tomando en consideración que las CEM’s comparten varias 

características con las células Treg respecto a su función inmunosupresora, el presente 

estudio tuvo como finalidad analizar la actividad inmunosupresora de CEM’s provenientes 

de tejidos cervicales con CaCu, mediante la vía de la ectoenzima CD73 en la actividad 

funcional de los linfocitos T citotóxicos, ya que esta molécula es expresada en ambos 

tipos celulares y se ha caracterizado que en Treg CD4+ CD25+ Foxp3+ participa en la 

producción de adenosina, una molécula inhibitoria de la activación de LTC. 

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observó que: a) las CEM’s-CaCu son capaces 

de generar adenosina (agente inmunosupresor) a partir de monofosfato de adenosina 

(AMP); b) la proliferación de las células T fue reducida en una forma dependiente de la 

dosis de la adenosina generada por las CEM’s-CaCu; c) la adenosina contenida en los 

sobrenadantes de las CEM’s-CaCu no modificó la expresión del marcador de activación 

temprana (CD69), pero sí, disminuyó de manera sutil el número de linfocitos T CD8+ que 

produjeron IFN- durante la activación; y d) la capacidad efectora de los linfocitos T 

citotóxicos específicos no fue afectada por la presencia de la adenosina generada por las 

CEM’s-CaCu. Con estos resultados se puede concluir que el efecto inmunosupresor de 

las CEM’s-CaCu se da por medio de la vía adenosinérgica y que principalmente afecta la 

proliferación de los linfocitos T más que la función efectora de éstos linfocitos. 
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INTRODUCCION 

En la actualidad, aproximadamente 500 000 nuevos casos de cáncer cervical son 

diagnosticados por año en todo el mundo, con una mortalidad de aproximadamente un 

tercio de estos casos. El cáncer cervical es la segunda causa de muerte por cáncer en las 

mujeres (Yugawa & Kiyono, 2009). Los virus del papiloma humano (VPH) están presentes 

en más del 90% de todos los casos de cáncer invasor y de sus lesiones precursoras, por 

lo que se considera a la infección por este virus como el factor de riesgo más importante; 

además, causa otros carcinomas anogenitales, incluyendo el cáncer de pene (Kayes et 

al., 2007), así como un subconjunto de cánceres de cabeza y de cuello (Psyrri & Di Maio, 

2008). El cáncer cérvico uterino (CaCu); representa la principal causa de muerte por 

tumores malignos en mujeres mexicanas, con un 14.4% del total (INEGI, 2008). El VPH 

ha evolucionado conjuntamente con diferentes especies de animales incluyendo aves, 

reptiles y mamíferos (Zur Hausen et al., 1994) y por tanto, su ciclo replicativo es muy 

complejo, de tal forma que puede infectar el tracto genital femenino durante varios años 

con una producción de viriones tan sutil, que genera una escasa respuesta inmune innata 

(Tindle et al., 2002). Cuando logra establecerse, una respuesta adaptativa es más 

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

progresan hasta CaCu (Doorbar, 2006). 

Las células tumorales han desarrollado durante su generación múltiples mecanismos 

inmunosupresores que evaden el reconocimiento inmune o suprimen los mecanismos 

efectores de células T antitumorales. Dichos mecanismos incluyen: defectos en la función 

inmunoestimuladora mediante citocinas y moléculas coestimuladoras de células 

dendríticas (CD) (Gabrilovich et al., 2001); la expresión defectuosa y disminuida de 

moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC del ingles major 

histocompatibility complex) y de los transportadores asociados al procesamiento de 

antígenos (TAP) (Evans et al., 2001) y a la asociación de ciertos alelos del antígeno 

leucocitario humano (HLA del ingles human leukocyte antigen) clase I y clase II que 

conducen a una deficiente presentación de antígenos al linfocito T citotóxico (LTC) (Wang 

et al., 2001). Otro mecanismo inmunosupresor propuesto, es la vía adenosinérgica 

mediante la producción de adenosina extracelular. Este compuesto es generado a partir 

de nucleótidos extracelulares catalizados por ectonucleotidasas como CD39 (ENTPD1 

ectonucleotidasa trifosfato difosfohidrolasa-1) y CD73 (5´-ectonucleotidasa) expresados 

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

Resta et al., 1998). CD39, hidroliza ATP/UTP y ADP/UDP a sus respectivos nucleósidos 

(Robson et al., 2005); y el CD73 degrada al monofosfato de adenosina (AMP) a 

adenosina (Resta et al., 1998). 

Por otro lado, se ha sugerido que elementos que conforman el ambiente estromal del 

tumor, como son: fibroblastos, vasos sanguíneos y células inmunes, responden a factores 

producidos por las células tumorales y proveen de componentes necesarios para la 

sobrevivencia del mismo tumor, incluyendo soporte estructural, vasculatura y matriz 

extracelular (Albini et al., 2007). A la fecha, se desconoce el origen de los componentes 

estromales, sin embargo una posibilidad es que se formen a partir de las células 

estromales mesenquimales (CEM’s). De manera interesante, se ha postulado que las 

CEM’s participan en la generación de células T reguladoras (Treg) en los tumores, debido 

a que éstas se caracterizan por tener actividad inmunosupresora de la respuesta inmune 

y por su capacidad de inducir, reclutar y mantener la función de células Treg (Prevosto et 

al., 2007; Di Ianni et al., 2008). Asimismo, son importantes en el implante tumoral, la 

metástasis y supresión de la respuesta inmune en tumores malignos (Yen & Yen 2008). 

Nuestro grupo de investigación ha aislado y caracterizado CEM’s a partir de tejidos 

normales (Montesinos et al., 2009) y tumorales de cuello uterino (Montesinos et al., 2009). 

Tomando en consideración que las CEM’s comparten características con las células Treg 

respecto a su función inmunosupresora, el presente estudio tiene como finalidad analizar 

la actividad inmunosupresora de CEM’s obtenidas de tejidos cervicales con CaCu, 

mediante la vía de la ectoenzima CD73, ya que esta molécula es expresada en ambos 

tipos celulares y se ha caracterizado que en células Treg CD4+, CD25+, Foxp3+ participa 

en la producción de adenosina, una molécula inhibitoria de la activación del LTC 

(Synnestvedt et al., 2002; Deaglio et al., 2007). Los resultados de este estudio serán de 

gran relevancia para conocer la participación de las CEM’s, en la regulación de la 

respuesta inmune específica, particularmente en el reconocimiento antigénico y 

consecuentemente en la eliminación de células tumorales. 
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MARCO TEORICO 

Sistema Inmune  

El sistema inmune tiene tres propiedades funcionales principales que permiten la defensa 

del cuerpo. La primera es su extrema especificidad, con la propiedad de reconocer y 

distinguir una diversidad de moléculas blanco diferentes para responder o no ante el 

agente agresor. La segunda, que efectúa una discriminación entre lo propio y lo extraño, y 

la tercera es que el sistema inmune posee una memoria con la propiedad de adaptarse a 

partir de experiencias previas con un agente patógeno. Aunque se hace referencia al 

sistema inmunitario debe señalarse que existen dos tipos diferentes de éste, la inmunidad 

innata y la inmunidad adaptativa, que colaboran para proteger al organismo (Kindt et al., 

2007). 

Inmunidad innata 

La inmunidad innata comprende, 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 (CD), mastocitos, células endoteliales. Los 

mecanismos humorales involucran: el sistema del complemento, las proteínas de fase 

aguda, los interferones α y β (Fainboim & Gefner, 2005). 

Inmunidad adaptativa 

La respuesta inmune adaptativa es altamente específica para un patógeno particular; en 

contraste con la inmunidad innata, una mayor cantidad de mecanismos son estimulados 

por la exposición a los agentes infectantes e incrementa la capacidad defensiva cuando 

ocurre una exposición subsecuente a un microbio en particular. La respuesta 

inmunológica adaptativa está subdividida en dos ramas principales; inmunidad celular y 

humoral. (Male et al., 2004). 
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Inmunidad humoral 

La inmunidad humoral cuenta con unas moléculas presentes en la sangre y en las 

secreciones mucosas, que reciben el nombre de anticuerpos, producidos por unas células 

denominadas linfocitos B (o también células B). Los anticuerpos reconocen los antígenos 

microbianos, neutralizan la infección de los microorganismos y los marcan como un 

blanco para su eliminación por diversos mecanismos efectores. La inmunidad humoral es 

el principal mecanismo de defensa contra los microbios extracelulares y sus toxinas, 

debido a que los anticuerpos segregados pueden unirse a ellos y contribuir a su 

destrucción. Los propios anticuerpos están especializados y cada tipo diferente puede 

activar unos mecanismos efectores distintos. (Abbas et al., 2007).  

Inmunidad celular 

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

células llamadas linfocitos T. Los microorganismos intracelulares, tales como los virus y 

algunas bacterias, sobreviven y proliferan en el interior de los fagocitos y otras células del 

huésped, lugar al que no tienen acceso los anticuerpos circulantes. La defensa frente a 

este tipo de infecciones depende de la inmunidad celular, que induce la destrucción de los 

microorganismos residentes en los fagocitos o de las células infectadas (Janeway et al., 

2001).  

Los linfocitos T se pueden distinguir entre sí por la función que llevan a cabo y por dos 

proteínas de superficie conocidas como CD4 y CD8, los linfocitos maduros expresan casi 

siempre una de las dos proteínas y ésta se relaciona con su función celular y con el tipo 

de proteína del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) que reconocen. El 70% de 

las células T son CD4+, el 25% son CD8+ y cerca del 4% son CD4- CD8- y, el 1% pueden 

ser doble positivos (Regueiro et al., 2002). Los linfocitos T cooperadores o helper (Th) o 

CD4+, reconocen péptidos presentados por moléculas del MHC II, este reconocimiento es 

el estímulo inicial para su activación, además secretan citocinas que promueven 

diferenciación y proliferación de otras células T y B, siendo el principal de estos factores la 

interleucina 2 (IL-2) (Canaday et al., 2001). Dentro de las células Th pueden distinguirse 

dos grupos: Th1 secretan IL-2, IL-3, IFN-γ (Interferón gamma) y factor de necrosis 

tumoral-β (TNF-β del ingles tumor necrosis factor-beta) y las Th2 que secretan IL-3, IL-4, 

IL-5, IL-9, IL-10 y factor estimulador de colonias de granulocitos-mácrofagos (GM-CSF del 
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ingles Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) (Passmore et al., 2002). 

Diferentes estudios han demostrado que las células tumorales y células infectadas con 

virus pueden ser destruidas por los linfocitos T citotóxicos (LTC), es decir, que tienen la 

capacidad de destruir células extrañas (Canaday et al., 2001).  

Los LTC presentan en su superficie moléculas CD8+ y reconocen sólo porciones o 

péptidos antigénicos presentados por moléculas MHC I. Por medio de este 

reconocimiento del antígeno de superficie, la célula citotóxica entra en contacto íntimo con 

su célula blanco y administra el “beso de la muerte por apoptosis” (Murphy et al., 2008). 

(Figura 1). 

 

Figura 1. La célula T citotóxica se une sobre la célula blanco en forma específica, por medio del 
reconocimiento por los receptores del antígeno de superficie asociado con las moléculas MHC clase I. 
(Tomado de Murphy et al., 2008). 

También libera IFN-γ, que contribuye para limitar la diseminación del virus a las células 

adyacentes, sobre todo en los casos en que el mismo virus puede ser inductor débil de 

IFN-α o β. (Roitt & Delves, 2003). El LTC activado tiene un receptor en la membrana 

(CD69) transitoriamente expresado sobre la activación de los linfocitos, no detectado en 

linfocitos en calma y expresado selectivamente en infiltraciones de inflamación crónica y 

en los sitios de respuesta inmune activa in vivo (Sancho et al., 2005). CD69 se expresa 

seguido de la activación en todas las células derivadas de la medula ósea excepto 

eritrocitos, la rápida y transitoria inducción de la expresión de CD69 sobre las células T 

sugiere que este puede incrementar la activación y/o diferenciación, como ocurre con 

CD40L (CD154) o CD25 (Testi et al., 1994). Los LTC contienen altas concentraciones de 

gránulos citolíticos preformados en su citoplasma (Cooper et al., 2001). Estas vesículas 

líticas contienen un numero de proteínas citosólicas como lo son perforinas y granzimas 
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únicamente designadas a inducir muerte en células blanco tras su liberación (Cooper et 

al., 2001; Burkhardt et al., 1989; Tschopp & Nabholz, 1990). (Figura 2).  

 

Figura 2. Liberación de los gránulos citolíticos en el sitio de contacto con la célula blanco. (Tomado de Murphy 
et al., 2008). 

Forrando la membrana de estos gránulos citolíticos está la proteína 1 asociada a 

membrana de lisosoma (LAMP-1 o CD107 del ingles lysosomal-associated membrane 

protein-1) (Winchester, 2001; Peters et al., 1991). Recientemente, la expresión de CD107 

sobre la superficie celular ha sido descrita como un marcador de degranulación de las 

células T citotóxicas CD8+ y se ha demostrado actúa como un fuerte sobrerregulador en la 

superficie celular siguiendo la estimulación en concordancia con la pérdida de las 

perforinas. (Betts et al., 2003). Es por ello que los LTC o CD8+ han sido usados por 

muchos años como las mejores células efectoras contra el crecimiento de tumores y se ha 

sugerido el uso de epítopes antigénicos para inducir una respuesta efectiva, específica en 

la respuesta inmune celular (Castellanos, 2001). 

El cáncer cérvico uterino y mecanismos de evasión inmune 

El cáncer cérvico uterino (CaCu) es un problema de salud pública, en la actualidad, 

aproximadamente 500 000 nuevos casos de cáncer cervical son diagnosticados por año 

en todo el mundo, con una mortalidad de aproximadamente un tercio de estos casos. El 

cáncer cervico uterino sigue siendo la segunda causa más común de muerte por cáncer 

en las mujeres (Yugawa & Kiyono, 2009). En México, representa la segunda causa de 

muerte por tumores malignos, con un 14.4% del total, representando más de 4,000 

muertes por año (INEGI, 2008). Los virus del papiloma humano (VPH) se han encontrado 

en más del 90% de todos los casos de cáncer invasor y de sus lesiones precursoras y la 

infección por este virus representa la enfermedad por transmisión sexual más difundida 

(Bosch et al., 2002), aunque la mayoría de estas infecciones son transitorias y no son 

clínicamente evidentes debido a que el 70-90% de la mujeres infectadas resuelven la 
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infección entre 12 y 30 meses (Ho et al., 1998) y se estima que sólo de un 5 a un 8% las 

mujeres que la padecen desarrolla CaCu (Torroella et al., 1998). No obstante la intratable 

naturaleza de muchos tumores sólidos a respuestas inmunes celulares ha sido atribuida a 

un espectro de mecanismos de evasión inmune tumoral (Figura 3), que incluye la 

supresión inmune asociada al tumor, la cual ha sido bien documentada tanto en animales 

como en humanos con cáncer (Malmberg, 2004; Tabi & Man, 2006; Whiteside, 2006). 

 
 
Figura 3. Estrategias inmunosupresoras y puestos de control inmunológico explotados por los tumores para 
evadir la respuesta inmune. Los tumores emplean una gran cantidad de mecanismos inmunosupresores, que 
pueden actuar en conjunto para contrarrestar la eficacia de la respuesta inmune. Estos incluyen defectos en 
las señales próximas al TCR, inducidas por el tumor deteriorando la presentación de antígenos y la 
maquinaria procesadora, la activación de señales coestimuladoras negativas en el microambiente tumoral, 
elaboración de factores inmunosupresores, activación de vías pro-apoptóticas, inhibición de las células NK 
mediada por citotoxicidad e inhibición de la diferenciación y maduración de DC. Además, de diferentes 
poblaciones de células reguladoras como CD4+ CD25+ células Treg (Tomado y modificado de Rabinovich et 
al., 2007). 
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Recientemente, una gran atención se ha enfocado sobre la función de las células T 

reguladoras (Treg) y células supresoras mieloides como mediadores de la supresión 

inmune asociada al tumor (Wang et al., 2007; Vieweg et al., 2007; Serafini et al., 2006). 

Los linfocitos Treg se asocian con la baja expresión de CD127 (Seddiki et al., 2006). De 

hecho, este marcador está asociado con la adquisición de la función reguladora (Hartigan-

O’Connor et al., 2007) y es inversa a la expresión de FoxP3 (Liu et al., 2006). Otros 

mecanismos como la perdida de la expresión de la molécula de superficie antígeno 

leucocitario humano (HLA del ingles human leukocyte antigen) clase I que es 

particularmente importante, es así como son capaces las células tumorales de evadir el 

reconocimiento y lisis por los linfocitos T citotóxicos (Garrido et al., 1997; Ruiz-Cabello et 

al., 2002; Seliger et al., 2000; 2002), que a su vez la desregulación de esta molécula 

puede sensibilizar el ataque de las células NK y en consecuencia mostrar mecanismos 

alternativos para evadir el reconocimiento por estas células (Lanier, 2005), la 

desregulación o cambio de la cadena del MHC I relacionada con el gen A/B (MICA o 

MICB del ingles MHC class I chain-related gene A/B) que pueden representar un 

mecanismo de escape de las células tumorales (Groh et al., 2002), una presentación 

deficiente de los antígenos tumorales también debida a defectos en la maquinaria de 

procesamiento de antígenos, incluyendo las mutaciones del transportador asociado con el 

presentamiento de antígenos (TAP del ingles transporter associated with antigen 

presentation) y los componentes del inmunoproteasoma (LMP2 y LMP7) (Marincola et al., 

2000; Spiotto et al., 2004; Rivoltini et al., 2002). 

Fallas potencialmente presentes en células presentadoras de antígeno tales como células 

dendríticas, macrófagos y células B, que expresan MHC y que son incapaces de 

presentar antígenos tumorales a células T especificas, bajo particulares condiciones en el 

microambiente (Steinman et al., 2003; Belz et al., 2002; Munn et al., 2002), defectos en la 

señalización de el receptor de las células T (TCR del ingles T cell receptor) como 

resultado de la actividad inhibitoria de la fosfatasa SHP-1 (Koneru et al., 2005) y una 

disminución en la expresión de la cadena δ de CD3 y las cinasas de tirosina p56lck y 

p59fyn que juegan un rol crítico en eventos de señalización que conducen a la activación 

de células T (Khong & Restifo, 2002; Mizoguchi et al., 1992).  

No obstante las mismas células tumorales pueden suprimir respuestas inmunes celulares 

especificas al tumor mediante de la producción de citocinas inmunosupresivas que 
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incluyen el factor de crecimiento transformante β (TGF-β del ingles transforming growth 

factor-ß) que inhibe proliferación, activación y diferenciación de células T (Li et al., 2006), 

células NK también pueden suprimir la eficacia de las respuestas de linfocitos T 

citotóxicos por medio de mecanismos relacionados con la producción de IL-13 y TGF-β 

(Teraben et al., 2000) e interleucina 10 (IL-10) que afecta la funcionalidad de CD (Gerlini 

et al., 2004; Gastl et al., 1993) y protege a las células tumorales de citotoxicidad mediada 

por los LTC (Kurte et al., 2004), factor de necrosis tumoral, familia de ligandos como Fas 

ligando (O'Connell et al., 1996) y pequeñas moléculas inhibitorias como Prostaglandina 

E2 (Akasaki et al., 2004; Owen et al., 1980). 

Reguladores negativos como CTLA-4 disminuyen la respuesta de las células T 

antitumorales (Hodi et al., 2008), el bloqueo de señalización de TCR (Chung et al., 2000), 

la supresión de Th1 y la secreción de citocinas proinflamatorias (Rabinovich et al., 1999), 

la enzima indoleamina 2,3- dioxigenasa (IDO del ingles indoleamine 2,3-dioxygenase) la 

cual cataliza la descomposición oxidativa del aminoácido esencial triptófano, por vía de 

las quinureninas preservando el ataque de las células T y su proliferación y bloqueando la 

progresión del ciclo celular por la eliminación del triptófano (Mellor & Munn 2000; 

Uyttenhove et al., 2003; Muller et al., 2005 ), interacciones entre el receptor de muerte 

programada-1 (PD-1 del ingles programmed death-1) y el ligando de muerte programada -

1 (PD-L1 del ingles programmed death receptor ligand 1) (Blank et al., 2005) inhibiendo la 

activación de células T (López et al., 2005); la expresión de ligandos de receptores de 

muerte por ejemplo, Fas L, TRAIL (Siegel et al., 2000) y la quimiocina RANTES (Mellado 

et al., 2001) así como el ligando RCAS1 induciendo la detención del ciclo celular y la 

apoptosis de las células T activadas (Nakashima et al., 1999). 

Muerte de células T por medio de distintos mecanismos involucrando gangliósidos e 

interacciones CD70/CD27 (Chahlavi et al., 2005); interacciones de proteoglicanos como la 

galectina-1 que tiene el potencial de inhibir las funciones de las células T efectoras 

mediante la inducción de apoptosis de las células T (Perillo et al., 1995), regulando la 

expresión de glicosil transferasas durante el desarrollo y activación de las células T, 

creando ligandos N-acetilactosamina (Rabinovich et al., 2002), la sensibilización de las 

células T a la muerte celular inducida por FasL (Matarrese et al., 2005), otros miembros 

de la familia de las galectinas como son la galectina 2, 3 y 9 han mostrado afecciones 

negativas a la sobrevivencia y activación de las células T y la secreción de citocinas 

(Sturm et al., 2004; Fukumori et al., 2003; Zhu et al., 2005; Demetriou et al., 2001), 
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acumulación de células dendríticas tolerogénicas que suprimen células T(Colonna et al., 

2004; Zou et al., 2001; Hartmann et al., 2003; Vermi et al., 2003). 

Otro mecanismo inmunosupresor recientemente estudiado es la vía adenosinérgica 

mediada por adenosina extracelular, la cual está presente en concentraciones 

inmunosupresivas dentro del microambiente de tumores sólidos y puede por lo tanto ser 

un factor importante en la evasión inmune por las células tumorales (Ohta et al., 2006). 

Vía adenosinérgica (CD73) 

CD73 es conocida como una 5´-ectonucleotidasa (ecto-5’-NT, EC.3.1.3.5) que utiliza 

monofosfato de adenosina (AMP del ingles adenosine monophosphate) extracelular para 

producir adenosina y es una glicoproteína vinculada a proteínas ancladas a membrana 

denominadas proteínas glicosilfosfatidilinositol (GPI), que son expresadas 

abundantemente en células endoteliales y en un subconjunto de leucocitos (Jalkanen & 

Salmi, 2008; Yegutkin, 2008). 

CD73 fue originalmente definida como un antígeno de diferenciación de los linfocitos y se 

considera que funciona como una molécula de coseñalización en los linfocitos y funciona 

como una molécula de adhesión que es importante para la unión de los linfocitos al 

endotelio. Recientemente se ha implicado a CD73 en el control de una variedad de 

respuestas fisiológicas, que incluyen transporte de fluidos epiteliales e iones, el 

precondicionamiento isquémico, lesión de los tejidos, función plaquetaría y fuga vascular 

(Resta et al., 1998; Colgan et al., 2006; Linden et al., 2001). Estudios previos reportaron 

que CD73 participa en interacciones célula-célula y célula-matriz y está implicada en la 

promoción tumoral (Spychala, 2000). El aumento de los niveles de expresión de CD73 se 

asocia con neovascularización tumoral, invasión, migración, adhesión, metástasis y con 

menor tiempo de supervivencia en los pacientes con cáncer de mama y se ha confirmado 

que CD73 promueve la invasión, migración y adhesión de células de cáncer de mama en 

humanos (Wang et al., 20081). 

La adenosina extracelular puede ser pasiva o activamente generada dentro del 

microambiente tumoral. La adenosina extracelular es comúnmente producida ya sea por 

la difusión pasiva o el transporte activo de adenosina intracelular o por causa de la 

hidrólisis enzimática de adenosín trifosfato (ATP, del inglés Adenosine TriPhosphate) 
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extracelular (Sitkovsky et al., 2008). Este compuesto es generado a partir de nucleótidos 

extracelulares catalizados por ectonucleotidasas como CD39 (EC 3.6.1.5) y CD73 

expresados en linfocitos Treg (Figura 4), células dendríticas foliculares y células 

epiteliales entre otras (Deaglio et al., 2007; Decking et al., 1997; Synnestvedt et al., 2002; 

Kobie et al., 2006; Resta et al., 1998). CD39 hidroliza ATP/UTP y ADP/UDP a sus 

respectivos nucleótidos (Robson et al., 2005) y CD73 hidroliza al AMP a adenosina (Resta 

et al., 1998).  

 

Figura 4. Representación esquemática de los marcadores de células Treg. El fenotipo celular de células T 
supresoras es definido por la expresión de las moléculas FoxP3+/CD39+/CD73+. La fosfohidrolisis de 
nucleótidos extracelulares por CD39 y CD73 genera adenosina, la cual ejerce un efecto inmunosupresivo. 
(Tomado y modificado de Dwyer et al., 2007). 

La adenosina está presente en mayor concentración en los tejidos hipóxicos debido al 

aumento de la producción de adenosina intracelular y su liberación por las células. Esto 

es provocado por el daño a las células endoteliales, la microcirculación, la interrupción 

normal de la sangre y el suministro de oxígeno (Sitkovsky & Lukashev, 2005, Eltzschig et 

al., 2004), también se asocia con la disminución de ATP intracelular, aumento de AMP 

intracelular, la inhibición de adenosina cinasa, la acumulación de adenosina intracelular y 

el transporte posterior o difusión de adenosina intracelular (Zhang, 2010; Sitkovsky et al., 

2008). En el exterior de la célula, CD73 sirve principalmente como una molécula de 

señalización y durante condiciones de estrés celular (inflamación, lesión, isquemia e 

hipoxia aguda), esta molécula se acumula en el espacio extracelular (Haskó et al., 2008; 

Eltzschig, 2009). Recientemente se ha propuesto que la protección de tumores de las 

células T es debido a la inmunosupresión por la vía adenosinérgica mediante la elevada 
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producción de adenosina extracelular la cual está presente en células cancerosas con una 

alta actividad enzimática de CD73 y constituye un importante mecanismo de escape 

inmune en tumores (Sitkovsky et al., 2008; Pellegatti et al., 2008). 

Los transportadores de nucleótidos en la membrana son responsables de la exportación 

intracelular de adenosina al compartimiento extracelular (Baldwin et al., 2004). El flujo de 

salida de adenosina se observa en lesión tisular, necrosis e isquemia, y por tanto, puede 

ser una fuente importante de este nucleósido extracelular en tumores sólidos (Zhang, 

2010; Sitkovsky et al., 2008). La hipoxia estimula la producción de adenosina en cultivos 

de células 3LL de carcinoma pulmonar de Lewis (Raskovalova et al., 2005). Por otra 

parte, en microdiálisis in situ muestra que las concentraciones extracelulares de 

adenosina en ratones y en humanos en carcinomas colorrectales son de 10 a 20 veces 

mayores que los habituales en el entorno de tejidos normales (Blay et al., 1997.). La alta 

concentración de adenosina extracelular en el microambiente del tumor sólido ha sido 

confirmada recientemente por otros laboratorios (Ohta et al., 2006). Es importante señalar 

que los niveles de adenosina extracelular en tumores sólidos pueden ser más equilibrados 

o modificados por ectoenzimas que median la producción o degradación de adenosina en 

la superficie celular. 

La adenosina y su función en la respuesta inmune 

La adenosina inhibe de forma potente una amplia gama de respuestas de los linfocitos T a 

la estimulación antigénica, incluyendo proliferación celular (Hoskin et al., 2002; Huang et 

al., 1997), síntesis de IL-2 y citocinas proinflamatorias como el interferón-γ y TNF-α 

(Lappas et al., 2005; Butler et al., 2003; Raskovalova et al., 2005), la sobrerregulación de 

CD25 (cadena α del receptor de la IL-2) (Huang et al., 1997; Butler et al., 2003), la 

expresión de moléculas efectoras citotóxicas como perforinas y Fas ligando (Hoskin et al., 

2002; Koshiba et al., 1997), la adhesión de LTC a las células diana del tumor (MacKenzie 

et al., 1994, 2002) y la exocitosis de gránulos por LTC (Koshiba et al., 1997). De hecho, la 

adenosina inhibe algunos de los primeros pasos en la activación de las células T asociada 

con señales de transducción mediante los receptores de las células T y de moléculas 

coestimuladoras como CD28 (Ohta et al., 2006). Las bajas concentraciones micromolares 

de adenosina, inhiben la fosforilación inducida por el receptor de las células T CD3 y 

CD28 de los residuos de tirosina en proteínas intracelulares de las células T de ratón, 

proteínas tirosina cinasas p56lck y ZAP-70, que son componentes esenciales de la vía de 
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transducción de señales del receptor de las células T (Mustelin & Taskén, 2003). La 

síntesis del ácido desoxirribonucleico (ADN) por las células T también es suprimida en 

paralelo con la reducción de fosforilación de la tirosina de las proteínas intracelulares de 

las células T de ratón en presencia de adenosina. La adenosina interactúa con los 

receptores de adenosina de la superficie celular en los linfocitos T y células NK que 

median la respuesta inmune celular hacia células tumorales. En este momento hay cuatro 

subtipos de receptores de adenosina claramente definidos (A1, A2a, A2b y A3) que se 

encuentran acoplados a la proteína G de la familia de siete hélices transmembrana de los 

receptores de la superficie celular (Fredholm et al., 2000; Cobb & Clancy, 2003; Klotz, 

2007). Los receptores de adenosina A1 y A2a (KD para la adenosina, ~ 10-8 a 10-7 M) 

presentan mayores afinidades relativas para adenosina que los receptores de adenosina 

A2b y A3 (KD para la adenosina, ~ 10-6 a 10-5 M) (Cobb & Clancy, 2003; Fredholm et al., 

1994). Como se muestra en la figura 5, los subtipos de receptores de adenosina están 

acoplados a diferentes miembros de la familia de la proteína G (Klotz, 2007; Merighi et al., 

2003; Haskó et al., 2004). 

 

Figura 5. Vías de segundos mensajeros acopladas a los subtipos de receptores de adenosina. La adenosina 
extracelular se puede unir a cuatro diferentes receptores acoplados a proteínas G (R), estructuras que, o bien 
estimulan a (A2aR y A2bR) o inhiben (A1R y A3R) la actividad de la adenilato ciclasa (Fredholm et al., 2000; 
Cobb & Clancy, 2003; Klotz, 2007; Fredholm et al., 1994; Merighi et al., 2003; Haskó et al., 2004). La 
estimulación de A1R y A3R puede también activar la fosfolipasa C (PLC) con el lanzamiento consecutivo de 
Ca2+ desde depósitos intracelulares. Además, todos los subtipos de receptores de adenosina se acoplan a las 
vías de proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK), incluyendo señales de vías extracelulares 
reguladas por cinasa (ERK) 1/2 y p38 MAPK (Merighi et al., 2003; Schulte & Fredholm, 2003). (Tomado de 
Hoskin et al., 2008).  
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Cabe señalar que la expresión de los subtipos de receptores de adenosina por linfocitos T 

puede ser modulada por señalización del receptor de la célula T. En el sistema de ratón, 

la expresión del ARNm del receptor A2a de adenosina se eleva en linfocitos T CD4+ 

después de su activación (Lappas et al., 2005). Del mismo modo, linfocitos T activados en 

humano presentan elevada expresión del receptor de adenosina A2a, así como A2b y A3 

(Koshiba et al., 1999; Mirabet et al., 1999; Gessi et al., 2004). Las células T activadas 

especificas al tumor que migran al microambiente tumoral por lo tanto pueden tener mayor 

sensibilidad a la supresión inmunológica mediada por la adenosina (Hoskin et al., 2008).  

Estos receptores ejercen efectos sobre respuestas de células del sistema inmune como 

macrófagos, células dendríticas, neutrófilos, mastocitos y linfocitos. Además de regular la 

función de los linfocitos indirectamente por medio de la estimulación de los receptores en 

las células inmunes innatas como las células dendríticas, la adenosina también puede 

afectar directamente respuestas de los linfocitos mediante la unión y la activación de 

estos receptores. Los receptores de adenosina A2a que son dominantes en el dictado de 

respuestas de los linfocitos (Haskó et al., 2008). Los estudios realizados en el sistema de 

ratón utilizando agonistas y antagonistas selectivos de los subtipos de receptores de 

adenosina indican que la adenosina inhibe la activación de células T y función efectora 

por señalización principalmente por medio de los receptores de adenosina A2a y A3 

(Hoskin et al., 2008) (Figura 6); sin embargo, diferentes aspectos de la activación y 

función efectora de las células T parecen ser afectados por la estimulación de los 

receptores de adenosina A2a y A3 (Hoskin et al., 2002; Zhang et al., 2004; Lappas et al., 

2005; Huang et al., 1997; Koshiba et al., 1997; MacKenzie et al., 1994). 

Por ejemplo, la señalización del receptor de adenosina A2a suprime CD25 y la expresión 

de moléculas efectoras citotóxicas (Koshiba et al., 1997; Huang et al., 1997), mientras que 

la señalización del receptor de adenosina A3 inhibe la proliferación de las células T en 

respuesta a la estimulación de los receptores de las células T (Hoskin et al., 2002), así 

como la adhesión de las células T activadas a las células de adenocarcinoma singénico 

(MacKenzie et al., 1994). La adenosina también actúa mediante el receptor de adenosina 

A2a para evitar la secreción de IL-2 y de TNF-α por LTC CD8+ tipo 1 y tipo 2 en ratones, 

manteniendo al mismo tiempo la producción de IFN-γ en niveles similares a las células de 

control (Erdmann et al., 2005). Por medio de la inhibición de la producción de IL-2, la 

adenosina asociada al tumor evita la expansión clonal de las células T especificas de un 

antígeno activadas hacia el tumor, mientras que la inhibición de la secreción de TNF-α, 
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que es una citocina proinflamatoria importante, resulta en una reducción de inflamación de 

protección en el sitio del tumor (Hoskin et al., 2008). 

 

Figura 6. El efecto inhibidor de la adenosina sobre las vías de señalización de células T. La proliferación y 
diferenciación de las células T se inicia por el receptor de células T, la señalización y la posterior transcripción 
de genes implicados en la activación de las células T, como las secuencias que codifican para c-myc, el IFN-γ, 
IL-2 y CD25 (Ullman et al., 1990). La expansión clonal de las células T y la expresión de moléculas efectoras 
tales como perforinas involucran el receptor de IL-2 (IL-2R) la señalización y la posterior fosforilación de la 
tirosina y la activación del factor de transcripción STAT5 (Moriggl et al., 1999; Zhang et al., 1999). La 
transcripción del gen dependiente del TCR es suprimida tras estimulación de los subtipos de receptores (R) de 
adenosina A2a y A3 (Hoskin et al., 2002; Lappas et al., 2005; Huang et al., 1997; Raskovalova et al., 2007; 
Erdmann et al., 2005). La adenosina también interfiere con la IL-2 que conduce a la expansión de células T 
(Zhang et al., 2004; Erdmann et al., 2005). A2aR (y A2bR) induce la estimulación de monofosfato de adenosina 
cíclico (AMPc) y la proteína cinasa A (PKA) dependiente de la tirosina fosfatasa (SHP-2), la cual interfiere con 
el IL-2R por señalización de defosforilación e inactivación de STAT5 (Zhang et al., 2004). (Tomado de Hoskin 
et al., 2008). 

También es importante tener en cuenta que la estimulación del receptor de adenosina A2a 

tiene diferentes efectos sobre las células T CD8+ y CD4+ ya que, a diferencia del efecto 

sobre las células T CD8+ (Erdmann et al., 2005), la señalización es mediante este receptor 

que bloquea la secreción de IFN-γ por linfocitos T CD4+ de ratón (Lappas et al., 2005). Un 

estudio reciente sugiere que la activación de la proteína cinasa A tipo I vía el receptor de 

adenosina A2a está también involucrado en la inhibición mediada por adenosina en la 

producción de citocinas y citotoxicidad por células T (Raskovalova et al., 2007). La 
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señalización del receptor de adenosina A2a, así como A2b, también activa la proteína 

tirosin fosfatasa SHP-2, lo cual resulta en la defosforilación de STAT5 asociada al 

receptor de IL-2 y deteriora la señal de transducción por medio de la alta afinidad de IL-2 

de los receptores de las células T (Zhang et al., 2004).Por lo tanto, la elevación de 

adenosina extracelular en el microambiente tumoral tiene el potencial para inhibir la 

producción y utilización de IL-2 por parte de los linfocitos T infiltrados en el tumor (Zhang 

et al., 2004; Butler et al., 2003). 

El receptor de las células T que conduce a la activación de las células T cooperadoras 

CD4+ requiere la participación de las células presentadoras de antígeno (CPA) como las 

células dendríticas, macrófagos y linfocitos B, las cuales presentan péptidos antigénicos a 

células T CD4+ en el contexto de moléculas MHC II, y proveen una esencial fuente de 

coestimulación de las células T (Schneider & Sercarz, 1997; Harris & Ronchese, 1999). 

Es probable que la adenosina asociada al tumor indirectamente impida la activación de 

las células T CD4+ específicas del tumor al interferir con la función de las CPA. Las 

células dendríticas humanas maduras expresan receptores de adenosina A2a mediante los 

cuales la adenosina suprime la producción de IL-12 (Panther et al., 2001). La adenosina 

también inhibe la síntesis de IL-12 por macrófagos de ratón por medio de mecanismos 

dependientes e independientes de receptores de adenosina A2a (Haskó et al., 2000). 

Dado que la IL-12 desempeña un papel fundamental en el desarrollo de las células Th1 

(O'Garra, 1998), la disminución de la síntesis de IL-12 por las células dendríticas y 

macrófagos en presencia de la adenosina extracelular se prevé que interfiere con la 

inducción de células mediadas dependientes de Th1 por respuestas inmunes a las células 

tumorales. Otro medio por el cual la adenosina podría interferir con la inducción de una 

fuerte respuesta inmune antitumoral dirigida por Th1 es mediante la mejora de las células 

dendríticas en la secreción de IL-10 antiinflamatoria, que tiene un efecto negativo en el 

desarrollo de células Th1 (Panther et al., 2003). Este efecto negativo de adenosina en la 

expresión de moléculas coestimuladoras de las células B es más probablemente mediado 

por receptores de adenosina A2a desde las células B que presentan fuerte expresión del 

receptor de adenosina A2a, pero poca o ninguna expresión de otros subtipos de 

receptores de adenosina (Lukashev et al., 2003). La adenosina puede tener un efecto 

similar inhibitorio sobre la expresión de estas u otras moléculas coestimuladoras por las 

células dendríticas y macrófagos. Además de interferir con la coestimulación de las 

células T a nivel de las CPA (Hoskin et al., 2008). 
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Es importante destacar que el antagonismo de los receptores de adenosina A2a o la baja 

regulación de la expresión del receptor de adenosina A2a mediante acido ribonucleico de 

silenciamiento (ARNsi) mejora la capacidad de las células T CD8+ para retardar el 

crecimiento tumoral (Ohta et al., 2006). Por otra parte, mientras que la importancia de la 

señalización del receptor de adenosina A2a en respuesta a la supresión de células T 

mediada por adenosina ha sido confirmada por medio de ratones deficientes en el 

receptor de adenosina A2a (Lukashev et al., 2003), similares estudios confirmatorios aún 

no se han realizado con ratones deficientes del receptor de adenosina A3. Lo cual sugiere 

el uso de antagonistas del receptor A2a como la cafeína, que permite la reactivación de la 

actividad funcional de linfocitos T efectores y así la disminución del tamaño tumoral (Ohta 

et al., 2006). 

Antagonista de la adenosina (Cafeína) 

La adenosina es un autocoide, lo que significa que es una sustancia que se encuentra en 

todas las células del cuerpo y ejerce efectos (diversos) en todas las células del cuerpo 

humano. Como ya se ha comentado, estos efectos están mediados por los receptores de 

adenosina. La cafeína es capaz de modificar diversos procesos celulares que podrían 

explicar sus efectos biológicos (Tabla 1), puede por tanto bloquear de forma dependiente 

de la dosis los efectos de la adenosina, incluidos los que se producen en las células 

cancerosas que también tienen receptores de adenosina.  

 
Tabla 1. Efectos celulares acumulativos de la cafeína en relación a sus concentraciones. (Tomado y 

modificado de Fredholm et al., 1999). 

Por el momento los receptores de adenosina de las células cancerosas no se han 

considerado un blanco para el desarrollo de fármacos anticancerosos. Sin embargo, hay 

evidencias de que los receptores de adenosina de las células del sistema inmunitario 
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pueden ser un buen blanco terapéutico al menos en ciertos tipos de cáncer (Franco, 

2008). (Figura 7).  

 

Figura 7. Papel de los receptores A2a de adenosina en los efectos antitumorales de los linfocitos T. A partir de 
los estudios de Ohta et al., 2006 se sospecha que, una vez que el tumor se ha desarrollado, la adenosina 
producida in situ activa los receptores A2a de adenosina en linfocitos, lo cual implica una inhibición de su 
actividad antitumoral (izquierda). Si se bloquean los receptores A2a con cafeína, o con un antagonista más 
potente y selectivo, los linfocitos T tendrían más capacidad antitumoral (derecha). (Tomado de Franco, 2008) 

Sobre la base de estos antecedentes se han realizado estudios de desarrollo de tumores 

en modelos animales transgénicos. En ratones transgénicos que no expresan el receptor 

A2a de adenosina pueden implantarse células de linfoma o de melanoma. En estos 

ratones se consigue un rechazo del 60% de los tumores, mientras que esto no ocurre en 

los ratones control que sí expresan el receptor de adenosina A2a (Ohta et al., 2006). Los 

antagonistas de los receptores de adenosina, incluida la cafeína, mejoran la inhibición del 

crecimiento tumoral por los linfocitos T, permiten una reducción de las metástasis y 

previenen la angiogenia tumoral (Figura 7). Todos los datos indican que los efectos que 

se producen al eliminar los receptores A2a (en el animal transgénico) o al bloquear dichos 

receptores (con antagonistas como la cafeína) están mediados por los linfocitos T 

encargados de la respuesta antitumoral. Sobre la base de estos datos, Ohta et al., 2006 

proponen una estrategia de inmunoterapia del cáncer para prevenir la inhibición de los 
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linfocitos T antitumorales en el entorno del cáncer primario y de las metástasis. La base 

de este tratamiento sería el bloqueo selectivo de los receptores A2a de los linfocitos T, lo 

que se puede conseguir mediante varias estrategias, la más inmediata de las cuales sería 

el uso de antagonistas. La cafeína es un antagonista de los receptores A2a que tiene una 

potencia relativa, por lo que se plantea el desarrollo de análogos de la cafeína que sean 

más potentes. El antagonismo de receptores de adenosina por análogos de la cafeína se 

está proponiendo para el tratamiento no sólo del cáncer, sino también de una variedad de 

enfermedades. Varios de estos compuestos, desarrollados por 3 compañías 

farmacéuticas, se están ensayando ya en pacientes con enfermedad de Parkinson, con 

resultados sumamente prometedores. Es muy probable que en un par de años salgan al 

mercado farmacéutico los primeros bloqueadores de los receptores de adenosina. 

Mientras tanto los 3 antagonistas naturales de los receptores de la adenosina son la 

cafeína, la teofilina y la teobromina, que se encuentran en el café, el té y/o el cacao 

(Franco, 2008). Por otro lado el bloqueo específico de la señalización por medio de 

receptores de adenosina A2a produce un aumento en la proliferación de linfocitos T y 

muestran que bajo estímulos inflamatorios, como los vistos por la activación de los 

linfocitos T las células estromales mesenquimales (CEM’s) modulan los niveles de 

adenosina aunque no ha sido bien establecida la participación de los componentes 

relacionados para la señalización de la adenosina al promover la inmunomodulación por 

las CEM’s, un mayor porcentaje de CEM’s expresan CD39 y CD73 lo que resulta en un 

aumento de la producción de adenosina y confirma el papel inmunosupresor de la 

adenosina que deriva de CEM’s (Saldanha-Araujo et al., 2011). 

Células Estromales Mesenquimales 

Las CEM’s fueron inicialmente caracterizadas entre las décadas de los años 1960 y 1970 

con los trabajos realizados por Friedenstein, quien las aisló de médula ósea (MO) y las 

describió como células adherentes de morfología fibroblastoide, capaces de diferenciarse 

hacia células de origen mesodérmico hacia osteocitos, condrocitos y adipocitos (Beyer & 

Da Silva 2006; Gregory et al., 2005). (Figura 8). 

La médula ósea es la principal fuente de aislamiento de las CEM’s aunque se han aislado 

de tejido adiposo, páncreas, hígado, musculo esquelético, dermis, membrana sinovial, 

hueso trabecular (Wexler et al., 2003; Kern et al., 2006), sangre de cordón umbilical 

(Bieback et al., 2004), tejido pulmonar (Sabatini et al., 2005) pulpa dental y ligamento 
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periodontal (Shi et al., 2005). No obstante, los tejidos más empleados son la médula ósea, 

la sangre de cordón umbilical y el tejido adiposo (Kern et al., 2006; Wagner et al., 2005). 

 

Figura 8. Diferenciación de células estromales mesenquimales de medula ósea en células de linaje 
mesodérmico: adipocitos, osteoblastos, condrocitos y fibroblastos estromales. (Tomado de Flores-Figueroa et 
al., 2006). 

En el año 2006, la Sociedad Internacional de Terapia Celular ó ISCT (Internacional 

Society Cellular Therapy) propuso tres criterios para definir las células troncales 

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 (Páez et al., 2007). Las CEM’s expresan MHC I pero no expresan moléculas 

MHC 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 troncales hematopoyéticas (Locatelli et al., 2007; Aggarwal, Pittinger 2005). 

Desde el punto de vista funcional, las CEM’s se caracterizan por tener actividad 

inmunosupresora sobre células de la respuesta inmune, por lo cual son considerados 

como supresores universales (Uccelli et al., 2007), debido a ello, actualmente son 

utilizadas en el trasplante alogénico de médula ósea para evitar el rechazo de injerto 
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contra huésped (Le Blanc et al., 2006). Su uso clínico, presente y futuro, abarca 

enfermedades del sistema nervioso, esquelético, cardiaco y hematopoyético, entre otros. 

(Flores-Figueroa et al., 2006). (Figura 9). 

 

Figura 9. Esquema representativo de los diferentes usos en la clínica de las células estromales 
mesenquimales. (Tomado de Flores-Figueroa et al., 2006). 

Las CEM’s son capaces de inhibir la proliferación de los linfocitos T, aún bajo condiciones 

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

antiCD3 y antiCD28 (Prevosto et al., 2007; Di Ianni et al., 2008). El efecto inmunosupresor 

mediado por las CEM’s, se ha atribuido a factores como: la secreción de factores solubles 

antiproliferativos tal como el factor de crecimiento de hepatocitos, prostaglandina E2, 

factor de crecimiento transformante beta-1, indoleamina 2,3-dioxigenasa, óxido nítrico e 

interleucina-10 (Uccelli et al., 2007, Aggarwal & Pittinger, 2005; Le Blanc et al., 2006).  

Por otro lado, durante el desarrollo de tumores se llegan a perder los contactos existentes 

entre células, lo cual puede contribuir a aumentar las capacidades migratorias y de 

metástasis de algunas células. Además de la expresión de citocinas como TGF-β pueden 

contribuir a la interacción de células estromales y células malignas en el microambiente 

tumoral (Turley et al., 2008). También, se ha sugerido que elementos que conforman el 

ambiente estromal del tumor, como son: fibroblastos, vasos sanguíneos y células 
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inmunes, responden a factores producidos por las células tumorales y proveen de 

componentes necesarios para la sobrevivencia del mismo tumor, incluyendo soporte 

estructural, vasculatura y matriz extracelular (Albini et al., 2007). A la fecha, no se sabe 

cuál es el origen de los componentes estromales, sin embargo una posibilidad es que se 

formen a partir de las CEM’s. En algunos estudios se ha demostrado que las CEM’s 

provenientes de médula ósea contribuyen en el microambiente tumoral influenciando el 

crecimiento y la progresión del tumor (Hung et al., 2005; Nakamizo et al., 2005; Nakamura 

et al., 2004). Existe evidencia experimental de que las CEM’s migran hacia sitios de 

formación del tumor y se incorporan dentro del microambiente tumoral, se ha propuesto 

que las propiedades inmunosupresoras de las CEM’s permiten la proliferación de las 

células del tumor y la estimulación de la formación de vasos sanguíneos (Zhu et al., 

2006). En un estudio reciente evaluaron los efectos de las CEM’s de ratón sobre la 

supresión de la proliferación de células T, demostrando por primera vez que la generación 

de adenosina extracelular de ATP/ADP es un importante mecanismo implicado en la 

supresión de la proliferación de células T (Sattler et al., 2011). Este efecto es mediado por 

el nuevo marcador de superficie CD39 de CEM’s, el cual cataliza la producción de 

adenosina en conjunto con CD73 (Eltzschig et al., 2003). 

En CEM’s con A2a eliminado reduce significativamente CD73, la coordinada regulación de 

CD73 y A2aR sugiere que la compensación mediante esta vía requiere estas proteínas de 

superficie celular para incrementar la capacidad de generar una fuente de adenosina 

extracelular (Napieralski et al., 2003). En otro estudio se demostró que CEM’s de médula 

ósea en grandes números son reclutadas para la cicatrización de heridas en animales 

tratados con agonistas de A2aR (Montesinos et al., 2004; Desai et al., 2005; Chan et al., 

2006). La interacción y establecimiento de CEM’s en tumores malignos ha sido mostrada 

inicialmente por Studeny et al., 2002 en un modelo in vivo de ratones, al inyectar CEM’s 

humanas marcadas con proteína verde fluorescente y mostrar su migración hacia tumores 

de melanoma implantados. Asimismo, Djouad et al., 2003, mostró en un modelo de ratón 

alogénico, que el cotrasplante de CEM’s con células de melanoma, favorece el implante y 

crecimiento del tumor. Otros autores como Karnoub et al., 2007, han mostrado en un 

modelo de xenotrasplante, que cuando CEM’s de médula ósea humana son mezcladas 

con células tumorales, se incrementa el potencial metastático de varias líneas celulares 

de cáncer de mama cuando son insertadas subcutáneamente en ratones. Estos 

fenómenos se han atribuido a las características inherentes de estas células estromales: a 
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sus propiedades inmunosupresoras y a su habilidad para migrar al sitio de la lesión vía 

secreción de quimiocinas por ejemplo CCL5/RANTES (Karnoub et al., 2007). De manera 

interesante, se ha postulado que las CEM’s participan en la generación de linfocitos T 

reguladores en los tumores, debido a que éstas se caracterizan por tener actividad 

inmunosupresora de la respuesta inmune y por su capacidad de inducir, reclutar y 

mantener la función de linfocitos Treg (Prevosto et al., 2007; Di Ianni et al., 2008; 

Mandapathil et al., 2010). Asimismo son importantes en el implante tumoral, la metástasis 

y supresión de la respuesta inmune en tumores malignos (Yen & Yen, 2008). No obstante, 

todavía existen muchas dudas con respecto a la generación del cáncer y su evolución, así 

como las interacciones presentes en el microambiente tumoral, pero las investigaciones 

recientes podrían aportar nuevas ideas terapéuticas para la lucha contra esta enfermedad 

letal (Yen & Yen, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Francisco Pérez Mariscal 

 

 
28 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 

La infección con VPH de alto riesgo, es el factor etiológico más importante en el desarrollo 

de cáncer cervical, anualmente 500,000 mujeres son diagnosticadas con infección por 

VPH y 300,000 mueren a causa de este cáncer siendo la segunda causa de mortalidad 

por canceres en mujeres a nivel mundial (Dias et al., 2005). La presencia del VPH en este 

tipo de cáncer genital, también se ha asociado con la falla en la respuesta inmune 

mediada por linfocitos T auxiliares tipo Th1 y por LTC; debido a la presencia de linfocitos 

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

CaCu avanzado (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. Sin embargo, 

poco se sabe sobre los mecanismos mediante los cuales éstas regulan e inhiben el 

reconocimiento inmune mediado por LTC.  

Por otra parte se ha demostrado que las células neoplásicas se localizan inmersas en un 

microambiente celular denominado estroma tumoral, el cual está compuesto de 

fibroblastos, vasos sanguíneos y también de las células inmunes. Estos elementos 

estromales responden a factores producidos por las células tumorales y proveen de 

componentes necesarios para la sobrevivencia del tumor, incluyendo soporte estructural, 

vasculatura y matriz extracelular (Albini et al., 2007). A la fecha, no se sabe cuál es el 

origen de los componentes estromales, sin embargo una posibilidad es que se formen a 

partir de las CEM’s. De manera interesante, se ha postulado que las CEM’s participan en 

la generación de Treg en los tumores, debido a que éstas se caracterizan por tener 

actividad inmunosupresora de la respuesta inmune y por su capacidad de inducir, reclutar 

y mantener la función de Treg (Prevosto et al., 2007; Di Ianni et al., 2008). Recientemente 

nuestro grupo de investigación ha logrado obtener y caracterizar CEM’s de tejidos 

normales (Montesinos et al., 2009) de cuello uterino y de tumores avanzados de CaCu 

(Montesinos et al., 2009). En estudios previos hemos encontrado que la presencia de 

CEM’s, en cocultivos heterólogos con células mononucleares de sangre periférica 

favorece la inducción de poblaciones de Treg CD4+ CD25+ Foxp3+ CTLA-4+, además de 

inhibir la proliferación de linfocitos T estimulados con IL-2 y fitohemaglutinina (García, 

2011). Tomando en consideración que las CEM’s comparten varias características con las 

células T reguladoras respecto a su función inmunosupresora, el presente estudio tiene 

como finalidad analizar la actividad inmunosupresora de CEM’s provenientes de tejidos 
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cervicales con CaCu, mediante la vía de la ectoenzima CD73, ya que esta molécula es 

expresada en ambos tipos celulares y se ha caracterizado que en Treg CD4+ CD25+ 

Foxp3+ participa en la producción de adenosina, una molécula inhibitoria de la activación 

de LTC (Synnestvedt et al., 2002; Deaglio et al., 2007).  

Los resultados de este estudio serán de gran importancia en conocimiento de la 

participación de las CEM’s, en la regulación de la respuesta inmune específica, 

particularmente en el reconocimiento antigénico y consecuentemente en la eliminación de 

células blanco que expresen antígenos específicos. Lo cual será de gran relevancia para 

establecer estrategias inmunoterapéuticas que permitan revertir el estado de 

inmunosupresión que caracteriza al desarrollo del cáncer. 
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HIPÓTESIS  

Durante el desarrollo del CaCu, disminuye la respuesta inmune celular hacia células 

infectadas por virus y células tumorales, con la consecuente aparición de poblaciones 

celulares inmunosupresoras tales como linfocitos Treg. Evidencias recientes muestran 

que un mecanismo de inmunosupresión ejercido por los linfocitos Treg es la vía 

adenosinérgica comprendida por las ectoenzimas CD39 y CD73 que degradan 

nucleótidos extracelulares a AMP y finalmente a adenosina, cuya función preponderante 

es la de inhibir la activación y función efectora de Linfocitos T citotóxicos (LTC). Asimismo 

se sabe que las células estromales mesenquimales (CEM’s) que se encuentran 

distribuidas en varios tejidos, ejercen una función reguladora de la respuesta inmune, al 

suprimir la proliferación de LTC. Además una característica fenotípica de las CEM’s es la 

de presentar la ectoenzima CD73 en su membrana celular. En consecuencia, se espera 

que las CEM’s por medio de la vía CD73/adenosina, tengan una función 

inmunosupresora. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Análisis de la vía CD73/adenosina de células estromales mesenquimales derivadas de 

cáncer cérvico uterino (CEM’s-CaCu) en la inhibición de la activación y de la función 

efectora de los linfocitos T citotóxicos. 

Objetivos particulares 

1.- Comprobar la actividad funcional de CD73 en las CEM’s-CaCu mediante la conversión 

de AMP a Adenosina 

2.- Analizar el efecto de la vía CD73/adenosina de CEM’s-CaCu en la proliferación de 

Linfocitos T. 

3.- Analizar el efecto de la vía CD73/adenosina de CEM’s-CaCu en la activación de 

Linfocitos T.  

4.- Evaluar el efecto de la vía CD73/adenosina de CEM’s-CaCu en la función efectora de 

Linfocitos T citotóxicos. 
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MATERIALES Y METODOS 

Células Estromales Mesenquimales 

Se utilizaron Células Estromales Mesenquimales (CEM’s) obtenidas de cáncer cérvico-

uterino (CEM’s-CaCu) establecida por nuestro grupo de trabajo. Tomando los criterios 

establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular, para definir a las células 

estromales mesenquimales multipotentes (Dominici et al., 2006), las células presentaron 

las siguientes características: adherentes en condiciones estándar de cultivo; expresan 

los marcadores CD105, CD73 y CD90 y carecen de los marcadores de superficie CD45, 

CD34, CD14/CD11b, CD79α/CD19 y HLA-DR en la membrana celular; y finalmente han 

sido caracterizadas por su capacidad de diferenciarse a osteoblastos, adipocitos y 

condroblastos (García, 2011). 

Las células fueron cultivadas en medio DMEM bajo en glucosa (DMEMbg) (del inglés, lg-

Dulbecco’s Modified Eagle Media) suplementado con 15% de SFB (Gibco, USA) L-

glutamina y una mezcla de antibióticos (Penicilina 100U/mL y Estreptomicina 100μg/mL). 

Obtención de adenosina generada por CEM’s-CaCu mediante la vía adenosinérgica 

del receptor CD73 a partir de AMP 

Con la finalidad de evaluar la capacidad de las moléculas CD73, expresadas en CEM’s de 

CaCu (CEM’s-CaCu) para convertir monofosfato de adenosina (AMP) (Sigma Life 

science, USA) a adenosina (ADE-CEM’s), 1*106 células viables de CEM’s-CaCu, 

contadas con ayuda de un hemocitómetro y azul de tripano, fueron depositadas en una 

placa de 96 pozos de fondo U estériles (Corning costar, USA) en medio de cultivo IMDM 

suplementado con 10% de sustituto de suero (Invitrogen USA), con una concentración 

final de 5mg/ml AMP en un volumen final de 200 µl. Después de la adición del sustrato, 

las células fueron resuspendidas e inmediatamente se tomo una alícuota de 1µl (Tiempo 

cero) y las células fueron incubadas a 37°C, humedad saturante y 5% de CO2. A partir de 

ese momento y en cada hora de incubación fueron tomadas muestras de 1µl de la 

suspensión celular. Todos los sobrenadantes de los cultivos fueron almacenados en tubos 

cónicos de plástico de 650 µl (Corning costar, USA) a -20°C para ser usados en los 

siguientes experimentos. 
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Cromatografía en capa fina 

La conversión de AMP a adenosina en el cultivo celular, fue identificada por la técnica de 

cromatografía en capa fina (CCF) utilizando laminillas fluorescentes de poliéster 

conteniendo silica gel (Sigma USA). Como estándares de cada una de las cromatografías 

de capa fina fueron empleadas soluciones de 5 mg de AMP (Sigma Life science, USA) y 

de adenosina 99% (ADE-SINT) (Sigma Life science, USA) las cuales fueron disueltas en 1 

ml de DMEM con 10% de sustituto de suero y posteriormente filtradas. 1µl de cada uno de 

los estándares, así como de las alícuotas tomadas en los diferentes tiempos, fueron 

colocadas en las laminillas (3x8cm) de CCF y después de 30 minutos, las laminillas 

fueron colocadas verticalmente en una cámara de elución conteniendo 2ml de (fase móvil) 

compuesta por: isobutanol:alcohol isoamílico:etoxietanol:amoniaco:agua (9:6:18:9:15) por 

1h y posteriormente las laminillas fueron secadas a temperatura ambiente. Los 

compuestos AMP y adenosina se visualizaron en un transiluminador con cámara con luz 

UV (UVP, USA). 

Obtención de células mononucleares de sangre periférica 

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron de voluntarios sanos colectadas en tubos 

vacutainer de 6 ml con anticoagulante ACD (ácido cítrico, citrato de sodio y dextrosa), 

(Becton Dickinson, USA) y centrifugadas a 2000 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 

minutos. El plasma sanguíneo (fase superior) fue colectado e inactivado a 56ºC por 30 

minutos y almacenado a -4ºC, hasta su uso; el paquete celular fue resuspendido en SAF 

(solución amortiguadora de fosfatos) y llevado a un volumen total de 35ml. La mezcla de 

sangre y SAF fue depositada sobre 10ml de Histopaque (Sigma, USA) centrifugada 

durante 20 minutos a 1000rpm y 5 minutos más a 2000rpm. Las células mononucleares 

de sangre periférica (CMSP) colectadas de la interfase, fueron lavadas dos veces con 

SAF, resuspendidas en medio de cultivo ISCOVE´S (IMDM, Sigma, USA) suplementado 

con 2mM de L-glutamina, 1mM de piruvato de sodio, 100 UI/ml de penicilina, 100mg/ml de 

estreptomicina, 0.1mM de aminoácidos no esénciales, 10mM de Hepes (pH 7.2), 50μM de 

β-mercaptoetanol y 10% de suero autólogo humano (SAH), se contaron las células para 

realizar los ensayos correspondientes. 

 



Francisco Pérez Mariscal 

 

 
34 

Análisis del efecto de la vía CD73/adenosina de CEM’s-CaCu en la proliferación de 

linfocitos T 

Para analizar la actividad supresora de la adenosina derivada de CEM’s-CaCu sobre la 

proliferación de Linfocitos T, se realizaron cultivos de CMSP con fitohemaglutinina (PHA) 

(Microlab, Mex.) (2.5 µg/ml) para inducir su proliferación, y diferentes concentraciones de 

sobrenadante del cultivo de CEM’s con AMP (ADE-CEM’s) y Adenosina sintética (ADE-

SINT) a diferentes concentraciones. Por otro lado, con la finalidad de evaluar de manera 

simultánea el bloqueo del efecto inmunosupresor de la adenosina sobre la proliferación de 

linfocitos T, se adicionó cafeína  (J.K. Baker, USA), un agente bloqueador de los 

receptores para adenosina en los linfocitos T. Se incluyeron cultivos de CMSP sin 

fitohemaglutinina como control negativo (Tabla 2).  

 
 

                                               Tabla 2. Condiciones de cultivo de los linfocitos T.  

Los cultivos se realizaron por triplicado conteniendo 100μl de medio de cultivo IMDM 

suplementado con 10% SAH en placas de 96 pozos de fondo plano (Corning costar, 

USA), los cuales se mantuvieron en cultivo durante 96h.  

Al término de 72h de cultivo, se agrego timidina tritiada (3H-T) (Dupont, USA) en 

proporción 1µCi en 20µl de medio IMDM suplementado con 10% de SAH por pozo 

durante 24h. La placa de 96 pozos fue almacenada a -70°C para detener la proliferación 

de los linfocitos. Las células fueron cosechadas con la ayuda de una cosechadora de 

células (marca Brandel modelo MH-12 USA) realizándose 10 lavados con agua destilada 
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para eliminar el exceso de timidina. Los núcleos celulares cosechados en papel filtro de 

fibra de vidrio (BRANDEL, USA) se dejaron secar a temperatura ambiente antes de 

adicionarlos a viales Mini poly-Q (Beckman, USA) que contenían 2 ml de líquido de 

centelleo (Beckman Counter, USA). Cada uno de los viales fue analizado en un contador 

automático (Beckman modelo LS 6,500 USA).  

Análisis de la vía CD73/adenosina de CEM’s-CaCu sobre la activación de linfocitos 

T 

Para analizar la influencia de la adenosina sobre la activación de los linfocitos T, se 

obtuvieron CMSP y se cultivaron en una placa de 24 pozos (Corning costar, USA) con 1ml 

de medio de cultivo IMDM + 10% de SAH y se estimularon con perlas conteniendo 

anticuerpos anti-CD3/CD28 (Invitrogen, USA) en proporción 1:10 (perlas:Linfocitos T), 

éstos fueron incubados a 37°C, en humedad saturante y 5% de CO2 durante 72h bajo las 

condiciones indicadas en la Tabla 3:  

 
 

                                             Tabla 3. Condiciones de cultivo para linfocitos T 

Después de este tiempo se recuperaron de la placa de cultivo las células con el medio de 

cultivo de cada condición y se dividieron en 2 placas de 96 pozos fondo U (Corning costar, 

USA). 

En la primera placa, en un volumen de 100 µl por pozo de cada una de las muestras, se 

agregaron 20 µl de brefeldin A (Sigma, USA) y se dejo incubar 4h a 37°C. Posteriormente 

se realizo un lavado con SAF + 2% SFB, se agregaron 100 µl de citofix citoperm (Beckton 
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Dickinson, USA) y se dejó reposando 20min en hielo y en oscuridad. Se realizó un lavado 

con 100 µl de perm wash (Beckton Dickinson, USA) y acto seguido se agregó 50 µl de 

perm wash mas 1 µl de anticuerpo contra CD8+ APC y 1 µl de anticuerpo contra IFN-γ 

(R&D Systems, MN) que es producido intracelularmente en las células T activadas, fue 

agregado a cada pozo, se dejaron reposar durante 30 min en oscuridad en hielo. Después 

de este tiempo, se realizó un lavado con 100 µl de perm wash y otro lavado con 100 µl de 

SAF + 2% SFB, se centrifugó y agregó 200 µl de SAF + 2% SFB y 200 µl de 

paraformaldehído al 4%, para finalmente analizarlo por citometría de flujo. 

En la segunda placa de 96 pozos de fondo U conteniendo el mismo volumen de medio y 

células que la primera placa, se realizó un lavado con 100 µl SAF + 2% SFB, en seguida 

se agregó 50 µl SAF+SFB 2% más 1 µl de anticuerpo contra CD8+ APC (R&D Systems, 

MN) y CD69+ FITC (Isotiocianato de Fluoresceína Conjugado), (Invitrogen, USA) que 

reconoce el antígeno CD69 humano que es expresado de forma transitoria en los 

leucocitos activados, incluyendo las células T, timocitos, células B, células NK, neutrófilos 

y eosinófilos. Se emplearon 3 muestras control y a cada pozo se agregó 1µl de anticuerpo 

contra CD8+ FITC ya que este reconoce el antígeno CD8 presente en las células T 

citotóxicas (CD3+CD8+), CD8+ APC respectivamente y la última las células solas como 

control de autoflorescencia. Se dejó reposar durante 20 min en oscuridad en hielo, se 

realizaron 2 lavados con SAF + 2% SFB y se agregaron 200 µl de SAF+ 2% SFB, se 

fijaron las células con 200 µl de paraformaldehído al 4% y se analizaron por citometría de 

flujo. 

Células T2 cargadas con péptido de citomegalovirus 

Como célula blanco presentadora de antígeno, se utilizó la línea linfoblástica denominada 

T2 (Hosken & Bevan, 1990), la cual expresa moléculas vacías HLA-A*0201 en membrana 

celular, y fue restablecida con el péptido antigénico NLVPMVATV derivado de la proteína 

PP65 de citomegalovirus humano específico a la molécula HLA-A*0201 (Proimmune, 

U.K). Brevemente, por cada millón de células T2, se adicionó una concentración de 20 

µg/ml de péptido NLVPMVATV de citomegalovirus en un volumen de 100 µl de RPMI-

1640 suplementado con 2mM de glutamina, 100U/ml de penicilina y 100μg/ml de 

estreptomicina (Invitrogen, USA), 0.1 mM de aminoácidos no esenciales, 1mM de piruvato 

de sodio, 20 MM de Hepes, 5x10-5 M de 2-mercaptoetanol (Invitrogen, USA) y 15% de 

SAH, se dejo incubar por dos horas a temperatura ambiente en oscuridad. Después de 
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transcurrido el tiempo se agregó 1 ml de glutaraldehído (Sigma, USA) al 0.1% y se dejó 

incubar 30 minutos protegido de la luz y finalmente se realizaron cuatro lavados.  

Generación de linfocitos T citotóxicos específicos 

Se obtuvieron CMSP como se mencionó anteriormente, después se sembraron en una 

caja Petri de 5ml (Corning costar, USA) con medio de cultivo IMDM + 10% de SAH, e 

incubadas a 37°C, humedad saturante y 5% de CO2 durante 1h, pasado este tiempo 

fueron retiradas las células no adherentes y se realizaron tres lavados con SAF. A las 

células adheridas se les adicionó 2ml de IMDM + 10% de SAH, 20ng/ml de IL-4 (R&D 

Systems, MN) y 30ng de GM-CSF (R&D Systems, MN) con la finalidad de generar células 

dendríticas (CD). A los 5 días de cultivo de las CD se adicionó 10µg de péptido 

(NLVPMVATV) de citomegalovirus (CMV) por cada ml de medio y 1h después se agregó 

20µg/ml de poli I:C (Sigma, USA). Dos días después se realizó un cocultivo de las CD 

pulsadas con el péptido CMV y CMSP, para ello se añadió 5 veces más péptido de CMV, 

20ng/ml de IL-2 (R&D Systems, MN) y 15ng/ml de IL-7 (R&D Systems, MN) para expandir 

la población de linfocitos T específicas al péptido CMV. Siete días después se procedió a 

separar la población de LT CD8+; para lo cual se colectaron todos los linfocitos y se 

contaron, enseguida se añadió 1ml de SAF por cada 5*107 de linfocitos T en un tubo 

estéril de poliestireno de 5ml (Becton Dickinson, USA). Posteriormente se agrego 50µl/ml 

del cocktail para enriquecimiento de células T CD8+ por selección negativa Easysep 

(StemCell Technologies, USA), se resuspendierón y se incubaron durante 10min a 

temperatura ambiente. En seguida se agregó 50µl/ml de nano partículas magnéticas 

Easysep (StemCell Technologies, USA), se resuspendierón  e incubaron nuevamente 

10min a temperatura ambiente. A continuación se adicionó 1500 µl de SAF y se 

resuspendió 3 veces ligeramente, después se colocó el tubo sin tapa dentro del magneto 

(StemCell Technologies, USA) por 5min y pasado este tiempo se vació el contenido en un 

tubo nuevo de 15ml (Corning costar, USA), se centrifugaron y contaron para finalmente 

evaluar su especificidad en el reconocimiento de su péptido blanco. 

La evaluación de la especificidad citotóxica de los linfocitos T CD8+ hacia el péptido 

antigénico de CMV, se realizó mediante un reto contra células blanco T2 previamente 

pulsadas con el péptido de citomegalovirus en una proporción 20:1 y después de 4h de 

cocultivo se determinó su especificidad por medio del marcaje celular con los anticuerpos 

antiCD107 (LAMP-1) el cual es un marcador de degranulación de las células T citotóxicas 
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CD8+ y CD8 APC(Aloficocianina) (R&D Systems, MN), después fue analizado por 

citometría de flujo en el equipo FACS ARIA (BD-USA). 

Efecto de la vía CD73/adenosina de CEM’s-CaCu sobre la actividad citotóxica de 

LTC 

Las células T CD8+ obtenidas anteriormente se cultivaron durante 24h en medio IMDM + 

10% SAH en placas de 6 pozos (Corning costar, USA) de acuerdo a las condiciones 

mostradas en la tabla No. 4.  

 
 

                                          Tabla 4. Condiciones de cultivo de los linfocitos T CD8+.  

Después de las 24h de cultivo los linfocitos T citotóxicos, fueron colectados y utilizados 

como células efectoras y su actividad citotóxica fue evaluada contra células blanco 

consistentes de células T2 (HLA-A*0201+) pulsadas como anteriormente se mencionó, 

con 20μg/ml del péptido antigénico NLVPMVATV (citomegalovirus) y los péptidos 

irrelevantes GILGFVFTL (Influenza) (Invitrogen, USA) e YMLDLQPETT (VPH) (Invitrogen, 

USA), que restablecen las moléculas vacías HLA-A*0201 en esta línea celular. La 

citotoxicidad fue evaluada en cocultivos de células efectoras: células blanco en las 

proporciones de 20:1 en una placa de 96 pozos con 200μl de medio IMDM + 10% de 

SAH. Enseguida fueron adicionados directamente 10 μl de anticuerpo CD107 (LAMP-1) el 

cual es un marcador de degranulación de las células T citotóxicas CD8+ (R&D Systems, 

MN). Las células fueron incubadas por 1h a 37°C, en humedad saturante y 5% de CO2, 

después de este tiempo fue añadido 25μl/pozo de monensina (GolgiStop) (BD 
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biosciences, USA) la cual estimula a las células linfoides a detener su proceso de 

transporte de proteínas intracelulares e incubadas 3h más a 37°C en humedad saturante 

y 5% de CO2.  

Después de este tiempo se realizaron 2 lavados con 100 µL SAF + SFB 2%, en seguida 

se agregaron 50 µl SAF+SFB 2% mas 1 µl de anticuerpo contra CD8+ APC 

(Aloficocianina) (R&D Systems, MN). Se emplearon 3 muestras control en donde a cada 

pozo se agrego 1µl de anticuerpo contra CD8+ FITC, CD8+ APC respectivamente y la 

ultima las células solas. Se dejó reposar durante 20 min en oscuridad en hielo y después 

se realizaron 2 lavados con SAF + 2% SFB. Se agregaron 200µl de SAF + 2% SFB, se 

fijaron las células con 200 µl de paraformaldehído al 4% y se analizó por citometría de 

flujo. 

Análisis estadístico 

La prueba de rango múltiple de Dunnett fue empleada para hacer la comparación entre 

los datos del efecto de la vía CD73/adenosina de CEM’s-CaCu en la proliferación de 

linfocitos T entre las distintas condiciones de cultivo y el grupo control. La significancia fue 

determinada como P<0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Francisco Pérez Mariscal 

 

 
40 

RESULTADOS 

Las CEM’s-CaCu generan adenosina a partir de AMP 

Con el propósito de evaluar la capacidad de las moléculas CD73 expresadas en CEM’s-

CaCu para convertir monofosfato de adenosina (AMP) a adenosina (ADE-CEM’s), 1*106 

CEM’s-CaCu fueron cultivadas con 5 mg/ml de AMP y posteriormente la actividad 

enzimática fue analizada por la técnica de cromatografía en capa fina y revelada mediante 

luz UV. Observamos que las CEM’s-CaCu mostraron actividad enzimática 

inmediatamente después de adicionar el sustrato (AMP) ya que al tomar la muestra al 

tiempo cero (To) se detectó la presencia de adenosina generada por estas células (ADE-

CEM’s) (Figura 10-A), y después de 1h de cultivo las CEM’s-CaCu hidrolizaron 

completamente el AMP (Figura 10-B). Además de observar una banda que eluyó a la 

altura de la adenosina sintética se observó un subproducto que corrió en la parte inferior 

de la ADE-CEM’s. 

 

 

Figura 10. Las CEM’s-CaCu generan adenosina a partir de AMP.1*106 CEM’s-CaCu fueron cultivadas con una 
concentración de 5mg/ml de AMP, al tiempo 0 el sobrenadante de las CEM’s (ADE-CEM’s) mostró la 
producción de adenosina de una manera parcial ya que aún se puede observar la presencia del AMP(A), 
después de 1h el ADE-CEM’s presentó la producción de adenosina completamente (B). 



Francisco Pérez Mariscal 

 

 
41 

La adenosina generada por las CEM’s-CaCu inhibió la proliferación de Linfocitos T 

Una vez que se comprobó que los cultivos primarios de las CEM’s-CaCu hidrolizaron AMP 

para convertirlo a adenosina, el sobrenadante de estos cultivos fue utilizado en los 

siguientes experimentos para evaluar su efecto sobre la proliferación de los linfocitos T. 

Para ello se procedió a cultivar CMSP con el mitógeno fitohemaglutinina en presencia de 

diferentes diluciones del sobrenadante ADE-CEM’s (1:10, 1:20, 1:40 y 1:80) equivalente a 

100, 50, 25 y 12.5 g/ml de adenosina sintética respectivamente; además de 100, 50, 25 y 

12.5 g/ml de adenosina sintética. Asimismo, en los cultivos se adicionó cafeína (100, 50, 

25 y 12.5 g/ml), un antagonista de los receptores de adenosina. Los resultados muestran 

que la ADE-CEM’s inhibió el estímulo de la fitohemaglutinina en la proliferación de los 

linfocitos T de una manera dependiente de la dosis (Figura 11). La mayor inhibición de la 

proliferación de los linfocitos T se observó cuando las células fueron cultivadas con la 

concentración de 100g/ml del sobrenadante ADE-CEM’s y con la concentración de 

100g de adenosina sintética; el sobrenadante de ADE-CEM’s disminuyó a 16,086cpm 

(cuentas por minuto) (49%) mientras que la ADE-SINT disminuyó a 12,587cpm (61%) la 

proliferación de linfocitos T. Cuando se adicionó cafeína en estos cultivos se observó un 

ligero restablecimiento de la proliferación de linfocitos T en presencia de la adenosina en 

bajas concentraciones y provenía de ADE-CEM’s (Figura 11). 

 
 
Figura 11. Proliferación de linfocitos T por ADE-CEM’s y ADE-SINT. 1*105 linfocitos T fueron cultivados 
durante 96h con PHA (2.5 μg/ml) en presencia de diferentes concentraciones del sobrenadante ADE-CEM’s 
(100, 50, 25 y 12.5 µg/ml) y de diferentes concentraciones de adenosina sintética (100, 50, 25 y 12.5 µg/ml) 
en ausencia y presencia de cafeína (100, 50, 25 y 12.5 µg/ml). La proliferación de los linfocitos T fue evaluada 
por la incorporación de timidina tritiada 3H-T. Diferencia significativa (***P<0.0001, **P<0.001, *P<0.05). 
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La adenosina generada por CEM’s-CaCu no inhibe la activación temprana de 

linfocitos T 

La estimulación antigénica o mitogénica de los linfocitos T rápidamente induce la 

regulación positiva de marcadores de activación como CD69 y la síntesis de algunas 

proteínas como el IFN-Sancho et al., 2005; Schreiber et al., 1992). Para analizar los 

efectos inmunosupresores de la adenosina generada por las CEM’s-CaCu sobre la 

activación temprana de los linfocitos T, se cultivaron CMSP estimuladas con perlas 

conteniendo anticuerpos anti-CD3/CD28 en presencia de 50g adenosina sintética y una 

concentración de 50g de ADE-CEM’s en presencia y ausencia de cafeína (50g). Se 

tomo la concentración de 50g de ADE-CEM’s para evaluar los siguientes ensayos ya que 

en esta concentración además de inhibir la proliferación, su antagonista la cafeína no 

elimina a las células T, ya que en pruebas de viabilidad con azul tripano la cafeína en una 

concentración de 100g o mayor a ésta disminuye la viabilidad de las células T hasta en 

un 80% (datos no mostrados). El porcentaje de células CD8+CD69+  y CD8+IFN-+ 
fue 

evaluado mediante citometría de flujo a las 72h (Figuras 12, 14). 

El porcentaje encontrado de las células positivas para CD8+CD69+  fue muy similar entre 

los linfocitos T estimulados con las perlas anti-CD3/CD28 con respecto a aquellos en los 

cuales se adicionó ADE-CEM’s (50g/ml) y ADE-SINT (50g/ml), 26.20%, 25.74%, 

25.66% respectivamente (Figura 12). En estos cultivos, la adición de cafeína no modificó 

el porcentaje de células positivas para CD8+CD69+, en los cultivos con ADE-CEM’s y 

ADE-SINT, encontrándose los valores de 24.65% y 22.74% respectivamente (Figura 12). 

En la (Figura 13) se muestra de una manera comparativa los porcentajes de las células T 

CD8+CD69+. 

Por otra parte, al evaluar el efecto de ADE-CEM’s y ADE-SINT en la generación de IFN- 

por los linfocitos T CD8+ estimulados con anti-CD3/CD28 (CD8+IFN-+), se encontró que la 

adición de ADE-CEM’s (50g/ml) disminuyó en un 11% la cantidad de células CD8+IFN
+ 

respecto al control positivo, mientras que la adición de ADE-SINT (50g/ml) disminuyó en 

un 30% la población de linfocitos CD8+IFN
+ (Figura 15). Por otro lado, la adición de 

cafeína en los cultivos con ADE-CEM’s y ADE-SINT, no incremento el porcentaje de 

células positivas para CD8+IFN
+, encontrándose incluso una mayor disminución en el 

porcentaje de las mismas (20 y 33% respectivamente) (Figura 15). En consecuencia, los 
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mecanismos inhibitorios de la adenosina generada por CEM’s pueden afectar la 

activación de linfocitos T en la generación de IFN- 

 

Figura 12. El marcador de activación CD69 es expresado en linfocitos T sin ser afectado por la adenosina. 
2*105 células T fueron estimuladas con CD3/CD28 e incubadas con ADE-CEM’s (50 g/ml) y ADE-SINT (50 
g/ml) y en presencia y ausencia de cafeína (50 g/ml) durante 72h. Es un resultado representativo de tres 
diferentes experimentos. 
 

 

Figura 13. La adenosina generada por las CEM’s no afecta la activación temprana de las células T CD8+. La 
adenosina generada por las CEM’s y la adenosina sintética fue adicionada a las células T durante 72h, la 
expresión en los niveles de la superficie celular de CD69+ no se vieron modificados. 
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Figura 14. La adenosina generada por las CEM’s inhibe sutilmente la producción de IFN-γ en las células T 
CD8+. 2.5*105 células T fueron estimuladas con CD3/CD28 e incubadas con ADE-CEM’s (50 g/ml) y ADE-
SINT (50 g/ml) y en presencia y ausencia de cafeína (50 g/ml) durante 72hrs. Es un resultado 
representativo de tres diferentes experimentos. 
 

 

Figura 15. La adenosina inhibe sutilmente el porcentaje de linfocitos T CD8+IFN- 2.5*105 células T fueron 
estimuladas con CD3/CD28 e incubadas con ADE-CEM’s (50 g/ml) y ADE-SINT (50 g/ml) y en presencia y 
ausencia de cafeína (50 g/ml) durante 72h. Es un resultado representativo de tres diferentes experimentos. 
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La adenosina generada por CEM’s-CaCu no afecta la función efectora citotóxica de 

células T CD8+ positivas 

Para evaluar el efecto de la ADE-CEM’s sobre la citotoxicidad de los linfocitos T, primero 

fue necesario generar linfocitos T citotóxicos (LTC) específicos y evaluar su especificidad 

mediante un ensayo de actividad citotóxica para la eliminación de células blanco (Figura 

16). Como se puede apreciar los linfocitos T CD8+ específicos al péptido de NLVPMVATV 

de CMV lisaron a las células T2 cargadas con el péptido NLVPMVATV. 

 
 

Figura 16. Los LTC muestran especificidad al ser retados contra células T2 pulsadas con el péptido 
NLVPMVATV de citomegalovirus. 2.5*105 LTC positivos para el péptido de CMV fueron co-cultivados durante 
cuatro horas con células T2 pulsadas con péptido antigénico de CMV en una proporción de 20:1. Los plots de 
densidad de citometría de flujo muestran la tinción para las células dobles positivas a CD107 FITC cuando 
fueron retadas con las células blanco T2 pulsadas con citomegalovirus. Este es un resultado representativo de 
tres diferentes experimentos. 

Las células T específicas al péptido antigénico NLVPMVATV (citomegalovirus) (CMV) 

fueron expandidas en presencia de tres rondas de células presentadoras de antígeno con 

CMV, posteriormente fueron cultivadas con ADE-CEM’s, ADE-SINT y en presencia y 

ausencia de cafeína. 

Para los ensayos de citotoxicidad, fueron pulsadas células T2 con péptido de 

citomegalovirus, influenza y virus de papiloma humano respectivamente y se utilizaron 

como células blanco. Las células T específicas al péptido de CMV (células efectoras) con 

los diferentes tratamientos y las células T2 pulsadas con cada uno de los diferentes 

péptidos antes mencionados (células blanco) fueron mezcladas en proporción de 20:1. 

Los resultados muestran que la citotoxicidad de las células T especificas al péptido 

antigénico de CMV para lisar sus células blanco (T2) pulsadas con CMV no se vieron 
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afectadas por la presencia de ADE-CEM’s y ADE-SINT (Figura 17A). Como se puede 

observar el porcentaje de células positivas para CD8+CD107+ fue muy similar entre los 

linfocitos T citotóxicos específicos al péptido de CMV sin ningún tratamiento y los linfocitos 

T citotóxicos que fueron cultivados con ADE-CEM’s y ADE-SINT con un 11.47%, 12.91% 

y 11.70% respectivamente. Igualmente la adición de cafeína no modificó el porcentaje de 

células positivas para CD8+CD107+, en los cultivos con ADE-CEM’s y ADE-SINT, 

encontrándose los valores de 13.35% y 11.16% respectivamente (Figura 17A). 

Por otro lado al retar los LTC CD8+ en cocultivo con las células T2 pulsadas con el péptido 

de influenza y VPH, prácticamente no hubo citotoxicidad o degranulación: 0.55-0.86% y 

0.55-0.97% respectivamente (Figura 17B y 17C), por consiguiente, estos resultados 

también demuestran el reconocimiento específico de los linfocitos T CD8+ al péptido 

antigénico de CMV (Figura 18). 
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Figura 17. La función efectora de los linfocitos T CD8+ no se ve afectada por la adición de adenosina. 
(2.5*105) LTC después de la estimulación de tres rondas con CPA y su péptido antigénico de CMV fueron 
cultivadas con ADE-CEM’s y ADE-SINT y posteriormente marcadas con anticuerpos CD107 FITC, CD8 APC  
y retadas contra células T2 (1.25*104) pulsadas con el péptido de citomegalovirus (A), influenza (B) y VPH (C). 
Correlación entre la expresión de CD107 y la actividad citotóxica. CD107 es expresado por células T CD8+ 
específicas aun antígeno. 
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Figura 18.Porcentaje de expresión de células CD8+CD107+ como índice de la actividad efectora citotóxica en 
la producción de degranulación. (2.5*105) LTC después de la estimulación de tres rondas con CPA y su 
péptido antigénico de CMV fueron cultivadas con ADE-CEM’s y ADE-SINT y posteriormente marcadas con 
anticuerpos CD107 FITC, CD8 APC y retadas contra células T2 (1.25*104) pulsadas con el péptido de CMV, 
INF y VPH. 
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS 

En los últimos años se han descrito varias funciones biológicas de las células estromales 

mesenquimales (CEM´s), destacando su papel relevante en el restablecimiento y 

regeneración de tejidos además de su papel en la modulación de la respuesta inmune 

durante el trasplante de órganos (Hass et al., 2011; Sun et al., 2007; Ju et al., 2010; 

Gupta et al., 2010; Chin et al., 2010; Bang et al., 2005; Karussis et al., 2008; Timper et al., 

2008; Zuk, 2010; García-Olmo et al., 2008; Fang et al., 2007; Lendeckel et al., 2004; 

Gates et al., 2008; Carr et al., 2008; Yamamoto et al., 2010). 

No obstante, se ha encontrado que estas células tienen varios efectos adversos, 

especialmente en el contexto de su participación directa e indirecta en el desarrollo del 

cáncer (Li et al., 2011; Ramasamy et al., 2007; Wang et al., 2010; Patel et al., 2010; 

Lazennec & Jorgensen, 2008; Karnoub et al., 2007; Le Blanc et al., 2005; Shinagawa et 

al., 2010; Rubio et al., 2005; Miura et al., 2006; Takeuchi et al., 2007; Rubio et al., 2008, 

Rodriguez et al., 2009; Liu et al., 2006, Tolar et al., 2007; Mishra et al., 2008; Spaeth et 

al., 2009; Reiser et al., 2005).  

Esto ha conducido a un constante debate del papel de las CEM’s en la modulación 

tumoral; algunos estudios han propuesto que las CEM’s pueden suprimir el crecimiento 

tumoral (Ohlsson et al., 2003; Zhu et al., 2009; Tian et al., 2010), mientras que otros 

proponen que las CEM’s pueden contribuir al crecimiento tumoral, favoreciendo: la 

angiogénesis, metástasis, resistencia a las drogas por las células tumorales y la supresión 

de la respuesta inmune antitumoral (Ramasamy et al., 2007; Wang et al., 2010; Patel et 

al., 2010; Konopleva et al., 2002; Wei et al., 2009; Li et al., 2011; Kucerova et al., 2010; 

Karnoub et al., 2007; Lin et al., 2006; Kurtova et al., 2009; Vianello et al., 2010).  

La inmunosupresión mediada por las CEM’s requiere su activación previa por células 

inmunes en particular, la secreción de citocinas proinflamatorias como IFN-γ con TNF, IL-

1α o IL-1β (Groh et al., 2005; Le Blanc et al., 2003; Ren et al., 2008). Aunque las 

interacciones célula-célula pueden ser importantes, la inducción de la inmunosupresión 

mediada por las CEM’s ha sido mostrada en gran medida por moléculas solubles como 

IDO (Spaggiari et al., 2008; Noël et al., 2007; Gieseke, et al., 2007), oxido nítrico (NO del 

ingles nitric oxide) (Sato et al., 2007; Ren et al., 2008), PGE2 (Djouad et al., 2007; 

Jarvinen et al., 2008) TGF-β1, factor de crecimiento de hepatocitos (HGF del ingles 
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hepatocyte growth factor), hemo oxigensa-1(HO-1 del inglés heme oxygenase 1), IL-6, 

factor inhibidor de leucemia (LIF del inglés leukemia inhibitory factor), HLA-G5 (Djouad et 

al., 2007; Rasmusson, 2006; Chabannes et al., 2007; Nasef et al., 2008; Selmani et al., 

2008) y adenosina extracelular regulada por la 5’-ectonucleotidasa (CD73) que limita la 

inmunidad antitumoral de las células T al promover el crecimiento tumoral por medio de su 

actividad enzimática en conjunto con CD39 (ecto-ATPasa) (Zhang et al., 2010; Jin et al., 

2010; Sattler et al., 2011; Saldanha-Araujo et al., 2011; Wang et al., 2011). 

En el presente estudio se utilizaron CEM’s obtenidas de tejido tumoral de cáncer cérvico-

uterino (CEM´s-CaCu) y se evaluó su actividad inmunosupresora sobre linfocitos T 

citotóxicos mediante la vía adenosinérgica. De acuerdo a los resultados obtenidos, se 

observó que: a) las CEM´s-CaCu son capaces de generar adenosina (agente 

inmunosupresor) a partir de monofosfato de adenosina (AMP); b) la proliferación de las 

células T fue reducida en una manera dependiente de la dosis de la adenosina generada 

por las CEM´s-CaCu; c) la adenosina generada por las CEM’s no modificó la expresión 

del marcador de activación temprana (CD69), pero sí, disminuyó de manera sutil el 

número de linfocitos T CD8+ que produjeron IFN- durante la activación; y d) la capacidad 

efectora de los linfocitos T citotóxicos específicos no fue afectada por la presencia de la 

adenosina generada por las CEM´s-CaCu. 

Existe evidencia experimental de que las CEM’s migran hacia sitios de formación del 

tumor y se incorporan dentro del microambiente tumoral, se ha propuesto que las 

propiedades inmunosupresoras de las CEM’s inducen la proliferación de células 

tumorales y la estimulación de la formación de vasos sanguíneos (Zhu et al., 2006). Se ha 

reportado que la expresión de la molécula CD73 es mayor en la membrana de las células 

tumorales y además acompañada de una alta actividad funcional y consecuentemente 

una mayor producción de adenosina extracelular (Zhang, 2010). Tanto la expresión como 

la actividad funcional de CD73 ha sido evaluada en diferentes tipos tumorales como el:  

cáncer de mama (Spychala et al., 2004; Wang et al., 20081), de esófago (Fukuda et al., 

2004), de próstata (Hastie et al., 2005), de ovario (Cho et al., 2006), de tiroides (Kondo et 

al., 2006), de vejiga (Stella et al., 2010), melanoma (Sadej et al., 2006), leucemia 

(Mikhailov et al., 2008) y glioma (Bavaresco et al., 2008). En trabajos realizados por 

nuestro grupo de investigación se ha observado que células tumorales de CaCu también 

expresan la molécula CD73 y son capaces de generar adenosina a partir de AMP (Ávila, 

2011). En el caso particular de nuestro estudio, las células mesenquimales derivadas de 
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cáncer cérvico uterino mostraron la capacidad de convertir AMP a adenosina. 

Anteriormente, nuestro grupo de trabajo caracterizó a éstas células mesenquimales 

(CEM´s-CaCu) las cuales mostraron el fenotipo característico de las CEM´s, así como la 

expresión de CD73 (Montesinos et al., 2011). 

Por otra parte, los linfocitos T son el componente clave del sistema inmunológico y juegan 

un papel importante en la inmunidad adaptativa. La respuesta de las células T consiste en 

una secuencia de activación celular, proliferación y función efectora (Ramasamy et al., 

2008). Existen evidencias que indican que las CEM´s ejercen un efecto inmunosupresor 

sobre la actividad de los linfocitos T (Di Nicola et al., 2002; Krampera et al., 2003). 

Tomando en consideración esta premisa, el presente trabajo se realizó con la finalidad de 

analizar si la adenosina generada por CEM’s de cáncer cérvico uterino influye en las fases 

de la respuesta de linfocitos T como la proliferación, activación y función efectora por 

medio de la vía adenosinérgica (CD73/adenosina). 

De acuerdo a lo que obtuvimos en este trabajo, la adenosina generada por la CEM´s-

CaCu inhibió la proliferación de los linfocitos T estimulados por mitógenos de forma 

dependiente de la dosis. Este resultado al igual que el observado por Yang et al., 2009, 

permite sugerir que las CEM’s no requieren el contacto célula-célula para suprimir la 

proliferación de las células T, debido a que ésta puede ser causada por factores solubles 

como lo es la adenosina. En otro reporte, la adenosina producida por CEM’s de ratón que 

coexpresan CD39/CD73 indujeron la inhibición de la proliferación de células T (Sattler et 

al., 2011). Por lo que podemos concluir que las CEM´s obtenidas de tumores de cuello 

uterino inhiben la proliferación de linfocitos T mediante la generación de adenosina por la 

vía adenosinérgica. Por otro lado, se ha demostrado que la actividad supresora de la 

adenosina puede ser bloqueada por el empleo de antagonistas específicos para sus 

receptores, eliminando la supresión de la proliferación de células T inducida por 

adenosina (Otha et al., 2006). La cafeína es un antagonista del receptor A2a, la cual se ha 

empleado para reactivar la actividad funcional de linfocitos T efectores y la disminución 

del tamaño tumoral (Franco et al., 2008). En nuestro estudio la actividad supresora de la 

adenosina generada por las CEM´s-CaCu fue revertida por la cafeína cuando la 

adenosina se adicionó en bajas concentraciones en los cultivos de linfocitos T.  

Por otro lado, durante la fase de activación de los linfocitos T, como respuesta al estímulo 

del receptor de la célula T, estas células expresan CD25 (receptor de la cadena α de la IL-
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2) y CD69 y la síntesis de algunas proteínas como el IFN- (Sancho et al. 2005). La 

expresión de CD69 mejora la activación y sirve como una molécula coestimuladora. En 

algunos estudios se ha reportado que en cultivos de CEM’s derivadas de medula ósea 

con células mononucleares de sangre periférica no provocan efectos inmunosupresivos 

en la activación de células T estimuladas con CD3/CD28 (Ramasamy et al., 2008); 

mientras que en otros estudios, se reportó que las CEM´s bloquean la expresión de CD25, 

CD38 y CD69 en linfocitos T (Le Blanc et al., 2004; Groh et al., 2005). En nuestro trabajo, 

los resultados indican que la adenosina generada por las CEM’s no altera la expresión del 

marcador de activación temprana CD69 a las 72hrs. El hecho de no haber observado un 

efecto inhibitorio de la adenosina generada por las CEM´s-CaCu sobre la activación de 

linfocitos T, probablemente se debe a que una vez que el linfocito manda las señales de 

activación, el proceso ya no es reversible (Cosulich et al., 1987, Swat et al., 1993). 

Por otra parte, observamos que la adición de la adenosina generada por las CEM´s-CaCu 

durante la activación de los linfocitos T con anti-CD3/CD28, resulto en una disminución de 

(11%) en el porcentaje de linfocitos T CD8+IFN-+, probablemente como consecuencia de 

la reducción de la proliferación de los linfocitos T CD8+, tal como lo reportó Ramasamy et 

al., 2008. Estos resultados contrastan con lo mostrado por Lappas et al., 2005, quienes en 

un modelo de ratón mostraron que la adenosina bloquea la secreción de IFN-γ en los 

linfocitos T CD4+. 

Al evaluar la capacidad lítica de linfocitos T citotóxicos específicos a citomegalovirus 

(CMV) para lisar las células blanco T2 pulsadas con el péptido NLVPMVATV de HCMV, 

también encontramos que ésta no fue afectada por la adición de la adenosina generada 

por las CEM’s-CaCu al cultivo de los linfocitos efectores. Estos datos son consistentes 

con los resultados de Rasmuson et al., 2003 quienes mostraron que la lisis de las células 

blanco por las células T no fue inhibida cuando fueron adicionadas CEM’s. En otro 

reporte, se señala que los efectos inmunosupresivos de las CEM’s derivadas de medula 

ósea de humano tienen como blanco la proliferación de las células T pero no su función 

efectora (Ramasamy et al., 2008). De igual manera Karlsson et al., 2008, proponen que 

las CEM’s suprimen la proliferación de LTC más que directamente la inhibición de la 

actividad citolítica. Sin embargo, en trabajos se ha reportado que las CEM’s inhiben la 

función efectora de los LTC, por ejemplo el grupo de Sattler et al., 2011 mostró que las 

CEM’s aisladas de la médula ósea de ratones Balb/c expresan las ectonucleotidasas 
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CD39 y CD73, apoyando la generación de adenosina y por tanto promocionando una 

fuerte inmunosupresión de las células T efectoras probablemente debido a que la 

adenosina inhibe de forma potente la expresión de moléculas efectoras citotóxicas como 

perforinas y Fas ligando (Hoskin et al., 2002; Koshiba et al., 1997). Nuestros resultados 

apoyan el hecho de que el efecto inhibidor de la adenosina generada por las CEM’s sobre 

la respuesta de las células T se limita a la proliferación celular y no a su función efectora 

(citotóxica), debido a que los linfocitos T citotóxicos fueron estimulados de manera 

específica de un antígeno con el péptido NLVPMVATV de citomegalovirus humano 

durante 3 rondas de activación (3 semanas) y en este caso los linfocitos citotóxicos 

específicos ya habrían sintetizado los gránulos citolíticos, de tal forma que el cultivo en 

presencia de adenosina, ésta no afectó la síntesis de gránulos, por tanto al retar los 

linfocitos citotóxicos específicos con las células blanco éstos degranularon y como 

producto de ello fue posible detectar la molécula LAMP-1 (CD107) en las vesículas 

secretorias expuestas en la membrana celular. 

En el caso particular de infecciones por VPH, las células T CD8+ juegan un papel 

importante en la limpieza satisfactoria de células infectadas por virus y/o células tumorales 

(Delgado et al., 2009; Wang et al., 20082). Sin embargo, la disminución en la proliferación 

de estas células, causada por la presencia de la adenosina derivada de las CEM’s de 

CaCu en el sitio de la infección o de la lesión tumoral, podría contribuir a la evasión de la 

respuesta inmune y por tanto en el desarrollo de un tumor. De hecho, es ahora evidente 

que la actividad inmunosupresora de la adenosina elaborada por los tumores podría 

constituir un obstáculo significativo para el éxito de las estrategias de inmunoterapia que 

buscan obtener respuestas curativas e inmunológicas celulares antitumorales ya sea por 

la estimulación de respuestas de células T específicas al tumor o transferencias adoptivas 

de células asesinas reactivas al tumor. Por tanto el bloqueo de la vía adenosinérgica en 

tumores surge como un estrategia inmunológica contra el cáncer. 
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CONCLUSIONES 

 

1. Las CEM´s de tejido cervical con cáncer cérvico uterino mostraron actividad 

funcional de la vía adenosinérgica por medio de la actividad de CD73 al hidrolizar 

AMP y producir adenosina.   

2.  Las CEM´s obtenidas de tumores de cuello uterino inhibieron la proliferación de 

linfocitos T mediante la generación de adenosina por la vía adenosinérgica. 

3. El producto de la hidrólisis de AMP-adenosina contenido en los sobrenadantes de 

las CEM’s-CaCu disminuyo sutilmente la activación de los linfocitos T. 

4. La actividad citotóxica de los linfocitos T CD8+ no fue afectada por la adenosina 

generada por las CEM´s CaCu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Francisco Pérez Mariscal 

 

 
55 

PERSPECTIVAS 

Es necesario corroborar el efecto inmunosupresor de las CEM´s mediante la vía 

adenosinérgica mediada por CD73, inhibiendo la expresión de CD73 empleando ARN de 

interferencia o de silenciamiento en las CEM´s-CaCu. 
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