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ABREVIATURAS 
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 Linfocitos T ------------------------------------- LT 

 

 Linfocitos T citotóxicos ----------------------- LTC 

 

 Linfocitos T cooperadores  

(helpers) ----------------------------------------- LTh 

 LTreg Linfocitos T reguladores ------------ LTreg  
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RESUMEN 

El Cáncer Cérvico uterino (CaCu) es considerado por la Organización Mundial de la Salud 

(OMS), como el primer tipo de cáncer 100% atribuible a una infección viral, puesto que 

algunos tipos de virus del papiloma humano (VPH) denominados de alto riesgo, son  los 

causantes etiológicos de este padecimiento. Aunque la infección por VPH es relevante para 

la generación de CaCu, otros factores  están involucrados en  la progresión de la 

enfermedad, como es la generación de un nicho que favorece el desarrollo de células 

transformadas, la inhibición y evasión del sistema inmune. Se ha estipulado que la 

presencia de Células Estromales Mesenquimales (CEMs) en el microambiente tumoral, 

pueden favorecer la proliferación, crecimiento y metástasis tumoral. Nuestro grupo de 

investigación ha aislado y caracterizado CEMs de tejidos normales y de CaCu encontrando 

que estas, ejercen efectos inmunosupresores en la proliferación y actividad efectora de 

linfocitos T citotóxicos (LTC) in vitro, además de favorecer el crecimiento  tumoral en 

ratones C57BL/6 (haplotipo H2-D
b
) previamente inmunoprotegidos. En estudios previos 

hemos observado que las CEMs-CaCu, a través de la generación de adenosina (Ado)  

inhiben la función efectora de LTC,  la cual es  restaurada por la adición de cafeína. Por  

tanto en el presente trabajo se analizó la capacidad de cafeína para inhibir el crecimiento 

tumoral promovido por las CEMs-CaCu. Para ello, grupos de ratones hembra de 6-8 

semanas de edad, que fueron protegidos mediante la inmunización previa con el péptido 

RAHYNIVTF (derivado de la proteína E7 de VPH-16) y otros que no fueron protegidos, 

fueron inoculados con células tumorales positivas a la expresión de las proteínas E6/E7 de 

VPH-16 y al haplotipo H2-D
b
 (células TC-1) tanto en presencia como ausencia de CEMs 

derivadas de Médula Ósea Normal (MON), Cérvix Normal (CxN) y Cáncer Cérvico-

uterino (CaCu), administradas vía i.v. A otros grupos tratados de forma paralela se les 

suministró cafeína (300M, v.o). Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento con 

cafeína inhibió en más del 80% el crecimiento tumoral promovido por la co-inoculación de 

las diferentes CEMs, además de hacer más eficiente la protección inmune proporcionada 

por el péptido  RAHYNIVTF. Se sugiere que la cafeína suministrada a los ratones puede 

jugar un papel importante en inhibir la actividad inmunosupresora de Ado producida por las 

CEMs a través de la vía Adenosinérgica en donde CD73 juega un papel importante. Lo cual 

puede ser considerado en el diseño de estrategias terapéuticas para esta enfermedad. 
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INTRODUCCIÓN 

Cáncer 

 

El cáncer puede tener múltiples definiciones y descripciones, debido a las diversas causas y 

tipos que existen. Sin embargo, de manera global puede ser definido como la proliferación 

anormal y descontrolada de células, causado por diversos cambios en la expresión genética. 

Este grupo de células descontroladas, llegan a tener la característica de generar metástasis, 

es decir, de invadir  tejidos y órganos distantes al sitio de origen, desregulando las 

funciones de estos y finalmente  causar la muerte del individuo. 

Pueden agruparse dentro del cáncer, aquellas enfermedades que poseen alteraciones en la 

expresión de varios genes, conllevando a la desregulación de la división celular y a su 

diferenciación. Una característica importante es el potencial de metástasis de estas células y 

su capacidad  de generar  resistencia  a la inhibición de la proliferación celular por  agentes 

quimioterapéuticos (Ruddon, 2007). 

De acuerdo con el tejido y tipo celular en el que se originan, siendo dos grandes grupos 

principalmente, los carcinomas (epitelios) y los sarcomas (tejido conjuntivo y células 

musculares) además de las leucemias (células hematopoyéticas). Aproximadamente el 90% 

de los cánceres humanos son carcinomas, esto puedo ser debido a que las células epiteliales 

sufren de una mayor proliferación celular al estar en un sistema de estratificación; además 

de ser el tipo celular que tiene una mayor probabilidad de sufrir lesiones ya sea físicas o 

químicas, lo cual pueda favorecer al desarrollo del cáncer (Alberts et al., 2002).  

Algunos autores como Cairns (1975) denominan al cáncer como “un proceso de 

microevolución”, ya que se puede observar en esta enfermedad los principios de la 

mutación y la selección natural que aplican en los procesos evolutivos a gran escala. 
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Asociación de los virus con el Cáncer 

 

La variación de los tipos de cáncer se puede relacionar de alguna manera con diferentes 

factores, como la ubicación geográfica y grupo social así como la actividad y hábitos de 

cada persona (Gariglio y Rangel, 1992). Como antes se mencionó, el denominador común 

en el cáncer es la desregulación genética, esto atribuido principalmente a factores físicos y 

químicos. No obstante, en la década de 1950 se observó que extractos libres de células de 

ratón leucémico podían inducir leucemia o linfosarcoma al ser inoculados en ratones recién 

nacidos de cepas no leucémicas (Rieber, 1977) lo que llevo al pensamiento de que existía 

un factor biológico capaz de producir Cáncer, los virus. 

La transformación celular mediada por el virus ocurre cuando parte del genoma del virus o 

el genoma completo, persiste en la célula y por lo regular se integra en la cromatina de la 

célula infectada. Cuando se trasforma, la célula expresa genes virales ocasionando una 

infección no productiva y en algunas ocasiones una infección viral productiva. La 

transformación a nivel genético puede ser explicada por dos grupos de genes, los proto-

oncogenes encargados de inducir el crecimiento en las células normales y los genes 

supresores de tumores, los cuales controlan a los proto-oncogenes. Los proto-oncogenes 

son normales por así decirlo y cuando mutan, pueden llegar a transformase en oncogenes 

C-onc. Los virus de ARN oncogénicos, contienen genes homólogos a C-onc denominados 

V-onc mientras que los virus de ADN oncogénicos, sólo poseen oncogenes propios, por lo 

que no existen secuencias homólogas en las células normales (Cann, 2010). Cada grupo de 

oncogenes asociados a virus de ADN, funciona según su localización celular existiendo 

aquellos que intervienen en el proceso de transducción celular o aquellos involucrados en el 

ciclo celular. Este grupo de oncogenes produce una desregulación entre la fase G1 y S del 

ciclo celular, que es cuando se previene la división celular descontrolada, interactuando con 

proteínas celulares que de manera normal, regulan negativamente la proliferación celular 

como es el caso de p53 y pRB. 
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VPH y Cáncer 

 
 

Un ejemplo claro de lo anterior lo podemos encontrar en el Virus del Papiloma Humano 

(VPH). El VPH es integrante de la familia Papillomaviridae y los virus de esta familia se 

encuentran distribuidos principalmente en mamíferos aves y reptiles, siendo el sitio de 

infección específica, los epitelios escamosos (Prendville and Davies, 2004). 

El genoma del VPH consiste de una molécula de DNA circular de doble cadena, 

aproximadamente de 8 Kb que se puede dividir en tres regiones (Figura 1): la región larga 

de control o LCR, que no contiene marco de lectura alguno; la región que corresponde a las 

proteínas tempranas (E1 a E8) y la región que corresponde a las proteínas tardías (L1 y L2) 

(López y Lizano, 2006). La región LCR regula la expresión viral del gen después de la 

infección (Howley and Lowy, 2006). Esta región contiene el origen viral de la replicación, 

cuatro sitios de unión para la proteína E2 y numerosos sitios de unión de factores de 

transcripción celular (Kurvinen et al., 2000). 

Las proteínas tempranas están primariamente involucradas en la replicación de ADN viral y 

la subversión de las vías regulatorias de la célula huésped. La proteína E1 es requerida para 

la replicación de VPH y es altamente conservada en todos los tipos de VPH (Sverdrup and 

Khan, 1994). En total son 9 las proteínas que conforman al virus y como se menciona 

anteriormente a 7 de estas se les denomina tempranas e intervienen en las primeras fases de 

infección principalmente y 2 más a las que se les denomina tardías, que actúan en la 

creación de la cápside de los nuevos viriones (Vousden, 1992). 

 

Figura 1. Genoma Viral del VPH. Se pueden distinguir las tres regiones por las que se compone la región LCR mostrada 

por una sola línea, la región que codifica para proteínas tempranas y la región que codifica para proteínas tardías. En rojo, 

se muestran a las 2 principales proteínas involucradas en la transformación celular y la generación de cáncer. (Tomado de 

López y Lizano, 2006). 
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Para nuestro interés toman un papel fundamental las proteínas E6 y E7, ya que ambas son 

identificadas como las proteínas oncogénicas del VPH. E6 está conformada por casi 150 

a.a. y tiene la característica de poseer un potencial oncogénico débil en algunas líneas 

celulares y su principal función es descrita como el de cooperadora de la proteína E7 para 

llevar a cabo la transformación celular (Figura 2). Al ser una proteína temprana, ayuda a 

cambiar el microambiente celular propiciando además, el bloqueo de la apoptosis y la 

alteración de genes celulares mediante diversas interacciones así como una sobre activación 

de la telomerasa, lo que permite extender la vida celular (Schiffman et al., 2007). La 

interacción clave que lleva acabo E6 es con la proteína supresora de tumores p53, ya que 

E6 inhibe la función de p53 degradándola (Moody and Laimins, 2010). 

Por su parte, E7 es una proteína conformada por aproximadamente 100 a.a. y es quien tiene 

la mayor capacidad transformante uniéndose a pRb, lo que hace que se liberen factores de 

transcripción involucrados en el proceso de avance de la fase S, por lo que esto conlleva a 

la replicación (Moody and Laimins, 2010). Esto de manera normal, activaría la apoptósis 

mediada por p53, sin embargo la proteína E6 colabora, como se menciona antes, en evadir 

este proceso. 

 

Figura 2. Desregulación de proteínas involucradas en ciclo celular mediadas por las proteínas virales tardías E6 y E7. 

(Tomado de López y Lizano, 2006) 
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Sistema Inmune 

 

El organismo posee un repertorio amplio de mecanismos para luchar, en primera instancia 

contra la infección originada por el virus y dado el caso, contra las células transformadas. A 

esta serie de mecanismos se le denomina sistema inmune y se le conoce como respuesta 

inmune a la serie de acciones que se llevan a cabo para combatir la infección así como a la 

depuración de las células transformadas.  

El sistema inmune, puede ser definido como el conjunto de células y moléculas que 

protegen al cuerpo contra un agente potencialmente dañino, y la importancia de este reside 

en el hecho que el accionar coordinado y conjunto de estos componentes de la inmunidad 

genera una eficaz protección. La defensa en contra de estos agentes potencialmente 

dañinos, es llevada a cabo en una primera fase por la inmunidad innata y posteriormente 

por la inmunidad adaptativa.  

La inmunidad innata establece las primeras barreras en contra de la infección (barreras 

físicas y químicas) y realiza los primeros ataques (células fagocíticas, sistema del 

complemento y células NK) entre otras acciones (Figura 3). Cuando la infección logra 

evadir por alguna circunstancia estas primeras líneas de defensa, como es el caso del VPH, 

el sistema adaptativo toma lugar para eliminar la infección.  

 

Figura 3.Respuesta inmune innata y adquirida. Se aprecia la vinculación entre ambas cuando la célula dendrítica, presente 

en inmunidad innata,  migra al ganglio linfático para presentar Ag y con esto activar la inmunidad adquirida. (Tomado 

Alberts., 2002). 
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Sin embargo, es importante señalar que es necesario el funcionamiento o el reconocimiento 

por parte de la inmunidad innata para llevar a cabo una mejor respuesta inmune adaptativa 

(Abbas, 2008). La respuesta inmune adaptativa recibe este nombre ya que surge como 

respuesta a la exposición hacia una infección y necesita una adaptación para poder 

sobrellevar dicha infección. Este tipo de inmunidad tiene un alto grado de especificidad 

hacia una gran variedad de moléculas y está entre sus características el poseer una 

“memoria inmune”, lo que le permite recordar la exposición hacia un mismo agente 

infeccioso o ajeno, también conocido como antígeno (Ag) y con esto llevar su eliminación 

de una manera más efectiva. 

Ambas respuestas están involucradas en la protección del organismo en contra del cáncer 

sin embargo, la respuesta inmune adaptativa, es la que está involucrada principalmente con 

el reconocimiento de células cancerígenas y su eliminación. Para esto, el sistema inmune 

adaptativo cuenta con diferentes herramientas como son los linfocitos T (LT) con sus 

diferentes poblaciones, linfocitos B (LB), células presentadoras de antígeno (CPA), 

citocinas y el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (Ruddon, 2007). 

En particular, los LT juegan un papel importante en la eliminación del cáncer. Su nombre 

deriva del lugar en donde maduran, el timo y es aquí en donde adquiere la capacidad de 

expresión del receptor de célula T (TCR), que es una molécula única de unión a antígeno. 

El TCR sólo tiene la capacidad de reconocer moléculas unidas al MHC (Kindt et al., 2007). 

Existen dos tipos de MHC, el de clase I se expresa en todas las células y el de clase II lo 

encontramos principalmente expresado en macrófagos, células dendríticas y LB.  

Estos LT al reconocer la molécula, según la clase de los dos tipos de MHC existente, se 

diferencian a varias clases funcionales de células T, como los CD8+ o linfocitos T 

citotóxicos (LTC), encargados de la citotoxicidad de células infectadas, sólo se transforman 

cuando el MHC I presenta dichas moléculas.  
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Por su parte el MHC II presenta moléculas al tipo CD4+ o linfocitos T cooperadores (LTh), 

siendo el tipo más flexible de linfocitos T, ya que pueden diferenciarse por distintas vías 

que generan subpoblaciones con diferentes funciones. Entre los principales están los Th1, 

Th2 y Th17 y varios subgrupos de linfocitos T reguladores (Treg) (Figura 4) que funcionan 

como inhibidores que limitan el grado de activación de la respuesta inmune (Murphy, 2009; 

Duffy et al., 2011). 

 

Figura 4. Subpoblaciones de linfocitos T  CD8+, CD4+ y FOXP3+CD4+. De todos estos, cuatro tipos (Th2, iTreg, nTreg y 

CD8+ Treg) actúan como mediadores de la respuesta inmune (Tomado de Duffy et al., 2011). 
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Sistema inmune y Cáncer 

 

Las células transformadas expresan moléculas que son reconocidas como extrañas por el 

sistema inmune, tal y como si fuera un agente externo (virus, bacterias, hongos, etc.) el 

activador de dicha respuesta. La principal respuesta que se ha encontrado en varios tipos de 

cáncer es mediada principalmente por LTC, células NK y macrófagos. La pregunta que no 

se puede evitar en esta parte es ¿por qué el cáncer logra vencer si nuestro propio sistema 

elimina las células transformadas? Básicamente, podemos decir que al ser células propias, 

expresan muchos de los marcadores de células normales y sólo unos pocos eventualmente 

presentados por las células tumorales, generando una respuesta muy débil o nula. Hay que 

considerar además que las células cancerosas tienen una tasa de división muy elevada y 

esto provoca que el sistema inmune no se de abasto para eliminar a todas las células 

tumorales. 

Se sabe también que las células tumorales presentan mecanismos especializados para la 

evasión de la respuesta inmune como son: la modulación de antígenos tumorales en 

membrana, expresión baja de moléculas del MHC I en células transformadas, señales co-

estimuladoras deficientes (Kindt et al., 2007) y mecanismos de supresión como es la 

producción de Ado a través de la vía adenosinérgica (Franco, 2008). 

Contribuyendo a esto se ha encontrado que las CEMs juegan un papel importante en el 

establecimiento del tumor gracias a sus propiedades inmunosupresoras que ejercen sobre 

varios tipos celulares (Rasmusson, 2006). 
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Vía Adenosinérgica e Inmunosupresión 

 

Como su nombre lo indica, esta vía es activada mediante la adenosina (Ado), la cual es una 

molécula derivada del adenosin-trifosfato (ATP). La Ado es una molécula autocoide 

(Franco, 2008) lo que significa que se encuentra en todas las células del cuerpo y esta 

propiedad le confiere múltiples funciones en los sistemas fisiológicos, entre los que se 

encuentran el sistema nervioso, cardiovascular, gastrointestinal, urogenital, respiratorio y 

sistema linfático (Góngora-Alfaro et al., 2005). Todas estas acciones se llevan a cabo 

mediante receptores conocidos como purinérgicos ó purinoceptors P1, los cuales se 

subdividen en A1, A2 y A3 (Burnstock, 1978). A1 se encarga de la disminución en los 

niveles de adenosin-monofosfato cíclico (AMPc) y A2 del incremento del mismo. A2 a su 

vez se divide en A2A y A2B. Todos estos pertenecen a la superfamilia de receptores G 

acoplados a proteína, los cuales tienen siete dominios transmembranales (Jacobson et al., 

2012).  

Los linfocitos humanos, poseen tres de los cuatro receptores de adenosina (AR) (Koshiba et 

al., 1997; Mirabet et al., 1999; Gessi et al., 2004) dependiendo el grado de expresión de la 

activación de la célula. Se ha manejado que Ado posee efectos inhibitorios ante la 

capacidad antitumoral de los linfocitos, favoreciendo al crecimiento tumoral (Franco, 

2008). De hecho, varios autores (Jacobson and Gao, 2006; Deaglio et al., 2007; Hoskin et 

al., 2007; Stagg and Smyth, 2010) han demostrado la propiedad de Ado para  suprimir la 

respuesta inmunológica y contribuir a la evasión de la respuesta inmune por células 

tumorales.  

Como se mencionó antes, Ado es generada  a partir de ATP. Esto se hace a través de la 

fosfohidrólisis mediada por las nucleotidasas CD39 y CD73 (Figura 5) ligadas a 

membrana de varios tipos celulares  como son las células endoteliales y LTreg.  En tejidos 

cancerosos se ha encontrado que CD73 está significativamente más aumentada además de 

tener una alta actividad enzimática (Zhang, 2010; Spychala, 2000). 
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La Ado por su parte, actúa como mecanismo de retroalimentación negativa, previniendo 

una respuesta inmune exacerbada convirtiendo ATP extracelular en Ado (Stagg and Smyth, 

2010). La Ado que es generada y liberada al ambiente extracelular, interacciona 

potencialmente con cuatro receptores (A1, A2A, A2B, A3). A diferencia de los receptores 

A1, A2A y A3 que se activan con niveles fisiológicos, el receptor A2B necesita niveles 

elevados de Ado, los cuales podemos encontrar cuando existe algún tipo de infección 

(Fredholm et al., 2001) o en  los alrededores del tumor (Ohta et al., 2006). 

 

Figura 5. Fosfohidrólisis de nucleótidos, ATP y AMP, mediada por las ectonucleotidasas CD39 y CD73 respectivamente 

(Tomado de Bauerle et al., 2011). 

 

Los efectos de Ado como molécula inmunosupresora, se ejercen en la mayoría de los tipos 

celulares de la respuesta inmune. Estos efectos se pueden apreciar en macrófagos, (Hasko 

et al., 2000), células NK (Beavis et al., 2012) y LB (Minguet et al., 2005). Además se ha 

encontrado que en células microgliales (Koscsó et al., 2012), funciona como un mecanismo 

inmunomodulador y de la inflamación, evitando la producción de citocinas pro-

inflamatorias y generando, por el contrario, citocinas de efecto anti-inflamatorio como es 

IL-10. 
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Células Estromales Mesenquimales (CEMs) 

 

Las células estromales mesenquimales también conocidas como CEMs son definidas como 

células troncales de origen no hematopoyético con propiedades multipotenciales y poseen 

la habilidad de diferenciarse en varios componentes del microambiente medular (Saldanha-

Araujo et al., 2011). Friedenstein et al. (1966) las describió por primera vez como “colonias 

formadoras de fibroblastos” con una alta capacidad de autorrenovación y originadoras de 

varios linajes celulares. Son aisladas principalmente de médula ósea pero se pueden 

encontrar en tejido adiposo, sangre de cordón umbilical, bazo, pulmón y músculo 

esquelético (da Silva et al., 2006) 

Otra de las propiedades de estas células es su potencial inmunoregulador en donde 

encontramos evidencia que indica su capacidad para incrementar la neovascularización y 

crecimiento tumoral (Suzuki et al., 2011). Esto principalmente debido a que existe cierto 

tropismo de estas células hacia los tumores, mediado por la presencia de ciertos factores 

solubles secretados por las células tumorales similares a los que existe en la respuesta 

inflamatoria ya que las CEMs migran a tejidos dañados donde existe una respuesta 

inflamatoria para así contribuir con la regeneración del tejido en cuestión (Karp and Leng, 

2009). 

Se ha observado que otra de las propiedades inmunosupresoras es el reclutamiento de  

LTreg (Di Ianni et al., 2008), quienes poseen en membrana CD39 y CD73 (Saldanha-

Araujo et al., 2011) lo que sugiera fuertemente que su actividad reguladora está involucrada 

con la vía adenosinérgica. Aunado a esto, evidencia mostrada por Saldanha-Araujo et al. 

(2011) ha demostrado que en presencia de CEMs también los linfocitos LTh expresan en 

mayor medida CD39 y CD73.  
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La cafeína como antagonista de la adenosina (Ado) 

 

En la última década, se ha  señalado a la cafeína o los análogos de esta (teofilina, y 

teobromina) como posible tratamiento para combatir el cáncer (Franco, 2008). La cafeína 

es un antagonista análogo en estructura a la Ado que es capaz de bloquear la 

transformación celular en un modelo celular murino (Nomura et al., 2005). 

Se ha propuesto que la cafeína puede  inhibir el crecimiento tumoral, ya que al bloquear los 

AR, principalmente el A2AR presente en los LTC, se impide su inhibición y actividad 

efectora (Figura 6), dando como resultado una mejor actividad antitumoral  y como 

consecuencia reducción de la metástasis y la angiogénesis en los  tumores (Ohta et al., 

2006).  

 

Figura 6. Efecto de la adenosina en el microambiente tumoral en contra de los LTC, actuando por vía de los AR, presente 

en los mismos LTC. En el lado derecho se muestra el posible efecto causado por la acción de un antagonista de la 

adenosina (Tomado de Franco, 2008). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN  

 

El Cáncer Cérvico-uterino (CaCu) es un  problema importante de salud pública, ya que 

constituye una de las principales causas de mortalidad entre las mujeres Mexicanas con 

cáncer (INEGI, 2010). Cada año se  diagnostican alrededor de 11,000 casos nuevos de 

cáncer cérvico uterino (CaCu) invasor. Esta enfermedad  se encuentra fuertemente  

asociada con la infección por el virus de papiloma humano de alto riesgo (VPH-HR) 

(Walboomers et al., 1999).  

La presencia de 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 (Visser et al., 

2007; Molling et al., 2007; Nakamura et al., 2007; Piersma et al., 2007). Estas evidencias 

han sugerido que durante el desarrollo de la enfermedad se genera tolerancia inmunológica 

hacia el tumor, además de la aparición de células inmunosupresoras. Sin embargo, poco se 

sabe sobre los mecanismos mediante los cuales estas células regulan e inhiben el 

reconocimiento inmune mediado por LTC. 

Las células neoplásicas se encuentran inmersas en el estroma tumoral, compuesto de 

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

elementos estromales, responden a factores producidos por las células tumorales y proveen 

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

vascularización y matriz extracelular (Albini et al., 2007). Asimismo, en este 

microambiente tumoral son reclutadas células con importante actividad inmunosupresora 

tal como las Células Estromales Mesenquimales (CEMs). De manera interesante, se ha  

postulado que las CEMs participan en la inducción y reclutamiento de linfocitos T 

reguladores (LTreg) en los tumores, los cuales se caracterizan por tener actividad 

inmunosupresora y por su capacidad de  inducir, reclutar y mantener la función de otros 

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

2008).  
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Recientemente nuestro grupo de investigación ha logrado obtener y caracterizar CEMs de 

tejidos normales de cuello uterino y de tumores avanzados de CaCu en las que fue evaluada 

su capacidad de apoyo al tumor mediante la supresión de la respuesta inmune antitumoral. 

Para ello se llevó a cabo, en un modelo de protección antitumoral in vivo, la aplicación de 

CEMs, fue capaz de revertir dicha protección e inducir nuevamente el crecimiento tumoral 

(Contreras, 2011). Lo anterior hace sugerir que las CEMs-CaCu, a través de  la generación 

de Ado, pudieran tener un efecto supresor de la respuesta inmune en este modelo tumoral. 

En consecuencia, el presente proyecto tuvo como finalidad la de analizar en un modelo 

tumoral in vivo, el papel antagonista de la cafeína en la inmunosupresión de la respuesta 

inmune antitumoral mediada por CEMs-CaCu.  
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HIPÓTESIS 

 

Se sabe que las CEMs tienen alta capacidad de migración hacia sitios de lesión como son 

los nichos tumorales,  en donde contribuyen de manera importante a la neovascularización 

y soporte estromal de las células tumorales. Asimismo a través de la producción y 

liberación de varios factores solubles, son capaces de inhibir la respuesta inmune 

antitumoral siendo uno de estos factores la Ado, producida a través de la actividad 

ectonucleotidasa de las moléculas CD39-CD73 dispuestas en la membrana de las CEMs.  

En estudios previos, en modelo de ratón con protección antitumoral in vivo, nuestro grupo 

de investigación ha encontrado que la inoculación de CEMs derivadas de tumores de CaCu 

(CEMs-CaCu) pueden revertir dicha protección e inducen nuevamente el crecimiento 

tumoral, el cual está asociado con la disminución de LTC y el reclutamiento de CEMs y 

LTreg en el estroma tumoral. Por otra parte, se ha  reportado que la cafeína puede tener un 

papel importante en el tratamiento del cáncer; al boquear la actividad inmunosupresora de 

la Ado e inhibir el crecimiento tumoral. Por tanto, en un modelo tumoral de ratón 

(C57BL/6) en presencia de CEMs-CaCu el tratamiento con cafeína será capaz de proteger 

al animal del crecimiento tumoral, con o sin protección antitumoral previa.  
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OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

 Analizar el papel antagonista de la cafeína en la inmunosupresión de la respuesta 

inmune antitumoral mediada por Células Estromales Mesenquimales de Cáncer 

Cérvico-uterino (CEMs-CaCu).  

 

Objetivos Particulares 

 Analizar la capacidad de la cafeína en el control del  desarrollo tumoral in vivo en 

ratonas de la cepa C57BL/6, inoculados con células tumorales en presencia y 

ausencia de CEMs-CaCu. 

 

 Analizar la capacidad de la cafeína en el control del  desarrollo tumoral  in vivo en 

ratonas de la cepa C57BL/6, con protección inmunológica antitumoral, inoculados 

con células tumorales en presencia y ausencia de CEMs-CaCu. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 Ratones 

 

Se utilizaron 80 ratones hembra  de la cepa C57BL/6 (haplotipo H2-D
b
) de entre 6 y 8 

semanas de edad para la inducción de tumores y 10 como grupos control. Los grupos de 

ratones se mantuvieron en condiciones estándar de bioterio, con alimento y agua ad libitum, 

conforme a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999, Diario Oficial de la 

Federación, 22 de agosto 2001. 

 Células 

 TC-1 

Se utilizaron células tumorales TC-1 las cuales son células derivadas de un carcinoma de 

pulmón de ratón C57BL/6 que expresan de manera permanente los genes E6 y E7 de HPV-

16  junto con el oncogen ras (Lin et al., 1996). Estas fueron cultivadas en medio de cultivo 

RPMI (GibcoBRL, Life Technologies) suplementado con suero fetal bovino (SFB) 

(GibcoBRL, Life Technologies) al 10%, y mantenidas en condiciones de esterilidad en una 

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

 CEMs 

Las CEMs utilizadas en el presente trabajo derivaron de diferentes tejidos: a)  un donador 

de médula ósea normal (CEMs-MON); b) de histerectomía realizada a una mujer sin 

infección por VPH ni lesión tumoral CEMs-CxN; y c) de una biopsia de paciente con CaCu 

IIIB (CEMs-CaCu). Las CEMs fueron previamente establecidas y caracterizadas de 

acuerdo a los parámetros establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular 

(ISCT). Los parámetros contemplan características como la adherencia celular al sustrato 

de cultivo, su morfología tipo fibroblasto, fenotipo característico (CD73, CD90 y CD105) y 

de baja expresión de marcadores de células hematopoyéticas (CD45, CD34, CD14/CD11b, 

CD79a/CD19 y HLA-DR), además de su capacidad de diferenciación a los linajes de 

adipocitos, condrocitos y osteocitos (Montesinos et al, 2013). Estas fueron cultivadas con 

medio DMEM-Lg GibcoBRL (Life Technologies, USA) y suplementado con SFB 

GibcoBRL (Life Technologies, USA) al 15% y antibióticos (estreptomicina100µg/ml y 

penicilina 100U/ml). Asimismo, estuvieron en condiciones de esterilidad, suministro de 

CO2 al 5%, humedad saturante (95%) y a una temperatura de 37°C en una incubadora 

(Forma Scientific). 
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Todas las estirpes fueron proporcionadas por el Laboratorio de Células Troncales 

Mesénquimales de la UIMEO del Hospital de Oncología, CMN SXXI a cargo del Dr. Juan 

José Montesinos.   

 Ensayo de citometría de flujo 

 

Para determinar la expresión de CD73 en la membrana celular de las diferentes estirpes de 

CEMs, se empleó un análisis de citometría de flujo. Un total de 1 x 10
5
 CEMs  fueron  

resuspendidas en PBS suplementado al  3% con SFB y centrifugadas a 1500rpm 4°C por 5 

min (Hettich, MIKRO 220). Después de la centrifugación, se procedió al bloqueo 

añadiendo 150µl de SFB resuspendiendo homogéneamente el botón celular y dejándolo en 

incubación 30min a 4°C. Transcurrido el tiempo, se procedió a 2 lavados con la solución de 

PBS al 3% SFB. Hecho esto, se añadieron 15µl del anticuerpo monoclonal (mAb) anti-

CD73-PE, (BD). Las  células fueron también teñidas con un isotipo control, IgG1κ-PE 

Isotype Control (BD). La incubación de ambos Ab fue a 4°C en oscuridad durante 25min. 

Después se realizaron 2 lavados con PBS al 3% SFB, las células marcadas fueron  

analizadas  mediante un citómetro de flujo CyAn ADP (Beckman Coulter), contando un 

mínimo de 10,000 eventos.   

 Cuantificación de adenosina mediante UPLC 

 

10
5
 CEMs fueron cultivadas en medio HEPES (Invitrogen, USA) libre de suero en 

presencia de 1mg/ml de Adenosin Monofosfato (AMP). Al mismo tiempo las CEMs fueron 

cultivadas  bajo las mismas condiciones en presencia de 5mg/mL de un inhibidor específico 

de CD73, adenosina 5’- αβ-metileno difosfato (APCP). A partir de la adición de AMP o de 

AMP+APCP se tomaron alícuotas de 500ml de  sobrenadante  (inicio), así como a las 2 y 5 

hrs. de cultivo. Para determinar la cantidad de Ado generada en los cultivos de CEMs se 

utilizó un equipo de UPLC de alta resolución y el análisis se realizó empleando el software 

Empower 3 (Waters, USA). Previo a la lectura de las muestras, se prepararon  estándares de 

Ado a una concentración de 0.5-50 ng/ml disueltas en Fase Móvil (0.5% acetonitrilo: 5% 

metanol: 94.5% acetato de sodio 0.25M pH 6.3). Por otro lado, los sobrenadantes fueron 

adicionados a tubos que contenían 1 ml de acetonitrilo, se agitaron en vortex durante  1 
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minuto  y se centrifugaron a 10 000 rpm durante 5 min para extraer las proteínas y 

estabilizar la Ado. Posteriormente el líquido fue evaporado mediante la aplicación de un 

flujo de aire conteniendo N2. La pastilla se resuspendió en 200 µl de fase móvil y 

posteriormente fue introducida al equipo para su determinación. Las condiciones de corrida 

de cada muestra fueron las siguientes: Velocidad de flujo 1.0 ml/min; Detector UV 254-260 

nm; Tiempo de retención 7.5 minutos; Tº ambiente; Columna LiChrosfer RP 18e 5 µm, 100 

RP-18 (tamaño 125 mm x 4 mm, 5 mm de tamaño de particula). 

 Protección inmunológica 
 

Para la inmunización de los ratones (C57BL/6) se ocuparán 9 grupos de 5 ratones cada uno, 

a los cuales se les inmunizará con el péptido RAHYNIVTF (Invitrogen, USA), proveniente 

de la proteína E7 del VPH-16. Este será administrado vía cavidad peritoneal en 3 dosis de 

100µg cada una, disuelto en PBS (Phospate Buffer Solution) a proporción 1:1 y con 

adyuvante completo de Freund (Sigma, USA) sólo en la primera dosis y adyuvante 

incompleto de Freund para las siguientes 2 dosis, en un volumen total de 100µl. A partir de 

la primera dosis, cada 10 días se aplicaron las subsecuentes. 

 Administración de Cafeína 

 

Para la administración de cafeína se utilizaron 8 grupos de 5 ratones cada uno en los que, 

de manera permanente, en su bebedero se les administró cafeína disuelta. Tomando en 

consideración que el consumo promedio de agua  para los  ratones es de 5ml/día (Spinelli y 

Enos, 1987) y que la cantidad reportada para bloquear  los AR es de 300M (Góngora 

2005),  se procedió a proporcionar  una solución de 0.05825mg/ml de cafeína a los ratones 

para ser bebida de manera ad libitum. La preparación de la solución de cafeína se realizaba 

de manera rutinaria cada segundo día, y se determinaba el volumen de agua ingerida por el 

grupo de ratones para tener un cálculo de cafeína ingerida por cada ratón. 
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 Inoculación de células para inducción de tumores 

 

Tanto células TC-1 como CEMs de las 3 estirpes fueron utilizadas para la inducción de 

tumores en 80 de los 90 ratones. Las CEMs fueron co-inoculadas con células TC-1 en 60 de 

las 80 ratonas, las 20 ratonas restantes, sólo recibieron la inoculación de células TC-1. Se 

inocularon 1x10
5
 de cada tipo celular y en proporción 1:1. La inoculación de células TC-1 

se llevó a cabo de manera subcutánea en el flanco derecho dorsal, mientras que las CEMs 

se inocularon de manera intravenosa, vía vena caudal en ratones previamente inmunizados  

con tres dosis del péptido RAHYNIVTF o sin inmunizar (Tabla 1). 

Los ratones recibieron un refuerzo de células tumorales TC-1, 10 días después de la 

primera inoculación. 

De tal forma que los tratamientos quedaron como muestra la siguiente tabla: 

GRUPO CON 
CAFEÍNA 

 

INMUNIZADOS 
 

5 TC-1 

5 TC-1+CEMs-CaCu 

5 TC-1+CEMs-CxN 

5 TC-1+CEMs-MON 

 

SIN INMUNIZAR 
 

5 TC-1 

5 TC-1+CEMs-CaCu 

5 TC-1+CEMs-CxN 

5 TC-1+CEMs-MON 

 

GRUPO SIN CAFEÍNA 

 

INMUNIZADOS 
 

5 TC-1 

5 TC-1+CEMs-CaCu 

5 TC-1+CEMs-CxN 

5 TC-1+CEMs-MON 

 

SIN INMUNIZAR 
 

5 TC-1 

5 TC-1+CEMs-CaCu 

5 TC-1+CEMs-CxN 

5 TC-1+CEMs-MON 

 
Tabla 1. Se muestra la conformación de los grupos de ratones C57BL/6 y los tratamientos  utilizados en el estudio. Los 

ratones inmunizados recibieron 3 dosis del péptido RAHYNIVTF  antes de ser inoculados con las diferentes CEMs y las 

células tumorales TC-1. Grupo control,  ratones a quienes se les administró cafeína (Grupo con cafeína), o únicamente  

agua (Grupo sin cafeína). Cada grupo de estudio estuvo conformado por 5 ratones.  TC-1, ratones inoculados únicamente 

con células tumorales; TC-1+CEMs-CaCu, ratones inoculados con células tumorales TC-1 y  Células Estromales 

Mesenquimales de Cáncer Cérvico-uterino (CEMs-CaCu); TC-1+CxN, ratones inoculados con células tumorales TC-1 y 

células estromales mesenquimales de cuello uterino normal (CEMs-CxN); TC-1+CEMs-MON, ratones inoculados con 

células tumorales TC-1 y células estromales mesenquimales de médula ósea normal (CEMs-MON). 
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 Cinética del crecimiento tumoral 
 

Para determinar la evolución (tamaño) del tumor, se midió el tamaño de los mismos cada 

segundo día, durante 52-53 días después de haber inoculado el refuerzo de células TC-1; 

para esto se utilizó un calibrador tipo Vernier midiendo el diámetro mayor (R1) y menor 

(R2) del tumor. El volumen tumoral se determinó mediante la fórmula V= (R1*R2
2
)/2 

derivada de la fórmula de un elipsoide (Addison et al., 1995). 

 Análisis Estadístico 

 

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

prueba de ANDEVA seguida por una prueba de Tukey, se comparó cada uno de los grupos 

tratados con TC-1 y TC-1+CEMs. La significancia fue determinada como P<0.05.  
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RESULTADOS 

 

La cafeína inhibe el crecimiento tumoral inducido por células TC-1 en presencia y ausencia 

de CEMs 

Como se ha venido mencionando a lo largo de este trabajo, las células tumorales  son 

afectadas por elementos que se pueden encontrar dentro del nicho tumoral (vasos 

sanguíneos, tejido conectivo y células del sistema inmune entre otros). Se ha comprobado 

también que las CEMs participan en el crecimiento tumoral promoviendo la 

neovascularización del tumor (Suzuki, et. al. 2011) además de bloquear la proliferación de 

LT (Sattler et al., 2011) e inhibir la actividad de LTC (Saldanha-Araujo, et al., 2011). 

En un estudio previo realizado por nuestro grupo de trabajo con ratones de la cepa 

C57BL/6 (haplotipo H-2D
b
), hemos encontrado que la co-inoculación de células tumorales 

TC-1 (del mismo haplotipo) con CEMs-CaCu exacerba el crecimiento tumoral inducido por 

las células TC-1 (Contreras, 2011). Asimismo, también se demostró que las CEMs-CaCu 

co-cultivadas con linfocitos de sangre periférica estimulados con anticuerpos anti-

CD3/CD28 inhiben su proliferación; sin embargo, la adición de cafeína (un bloqueador 

inespecífico de los receptores de adenosina ) en estos cultivos fue  capaz de proteger a los 

linfocitos T CD8+ de la inhibición de la proliferación celular generada por las CEMs-

CaCu, sugiriendo que uno de los factores inhibitorios producidos por las CEMs era la Ado 

(Pérez-Saldaña, 2012). El presente estudio se realizó con la finalidad de analizar  el papel 

antagonista de la cafeína sobre  el crecimiento tumoral inducido por las células tumorales 

TC-1 y las CEMs derivadas de tres fuentes: de cáncer cérvico-uterino (CEMs-CaCu), de 

cérvix normal (CEMs-CxN, y de médula ósea normal (CEMs-MON). 

La presencia de la molécula 5´endonucleotidasa (CD73)  en membrana de CEMs ha sido 

reportada ampliamente (Caplan et al., 1992; Nauta and Fibbe, 2007; Montesinos et al., 

2009; Kucerova et al., 2010; Rodríguez-Pardo et al., 2010) y es empleado como marcador 

fenotípico para identificar a éstas células según el ISCT (Comité Internacional de Terapia 

Celular por sus siglas en inglés).  
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En nuestro estudio, inicialmente se analizó la expresión  de CD73 en las tres estirpes 

celulares utilizadas, además de analizar su capacidad para producir Ado a través de la 

adición del sustrato AMP (adenosin monofosfato). La estirpe CEMs-MON fue quien  

mostró la menor  expresión del marcador CD73 en membrana con un valor de intensidad 

media de fluorescencia (IMF) de 63.67, seguida por la estirpe de CEMs-CxN con una IMF 

de 150.43  y finalmente  la estirpe de CEMs-CaCu mostró la mayor expresión del marcador 

CD73 con una IMF de 253.07 (Figuras 7-9).  

 

Figura 7. Expresión de la molécula CD73 en la membrana de las  CEMs-MON.  Las  CEMs-MON  fueron teñidas  con el 

anticuerpo anti CD73 marcado con  ficoeritrina (PE) y analizadas mediante  citometría de flujo. En la parte superior se 

observa el desplazamiento de la población celular seleccionada, hacia la región CD73+ marcado con PE. Los histogramas 

muestran  la autoflourescencia (verde), isotipo control IgG1κ (azul) y el marcaje con al anticuerpo anti CD73 (rojo). 
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Figura 8. Expresión de la molécula CD73 en la membrana de las  CEMs-CxN.  Las   CEMS-CxN   fueron teñidas  con el 

anticuerpo anti CD73 marcado con  ficoeritrina (PE) y analizadas mediante  citometría de flujo. En la parte superior se 

observa el desplazamiento de la población celular seleccionada, hacia la región CD73+ marcado con PE. Los histogramas 

muestran  la autoflourescencia (verde), isotipo control IgG1κ (azul) y el marcaje con al anticuerpo anti CD73 (rojo). 
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Figura 9. Expresión de la molécula CD73 en la membrana de las   CEMs-CaCu.  Las  CEMs-CaCu fueron teñidas con el 

anticuerpo anti CD73 marcado con  ficoeritrina (PE) y analizadas mediante  citometría de flujo. En la parte superior se 

observa el desplazamiento de la población celular seleccionada, hacia la región CD73+ marcado con PE. Los histogramas 

muestran  la autoflourescencia (verde), isotipo control IgG1κ (azul) y el marcaje con al anticuerpo anti CD73 (rojo). 
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La actividad funcional de CD73 fue analizada en las CEMs-CxN y en las CEMs-CaCu 

mediante la capacidad de generar adenosina a partir del  sustrato específico de CD73, 

Adenosina Monofosfato (AMP). Para ello 1x10
5
 células de cada estirpe fueron cultivadas 

en medio de cultivo conteniendo AMP a una concentración de 1mg/ml, en presencia  (+) y 

ausencia (-) de 5mg/mL de un inhibidor específico de CD73, adenosina 5’- αβ-metileno 

difosfato (APCP). Como puede observarse en la Tabla 2, ambas estirpes celulares fueron 

capaces de generar Ado a partir de AMP a través del tiempo de cultivo. De manera 

interesante  la actividad funcional de CD73 se  inhibió fuertemente con la adición de APCP, 

sugiriendo que la producción de adenosina por las CEMs es debida principalmente a la 

actividad funcional de CD73. 

        ADENOSINA   ng/ml 

 

CEMs 

INICIO 2HRS 5 HRS 

(-) (+) (-) (+) (-) (+) 

CxN  1.8 0.74 11.3 0.8 26.6 1.03 

CaCu 5.6 0.62 8.2 0.7 21.3 0.97 

MON ND ND ND ND ND ND 

Tabla 2. Actividad funcional de CD73 en las CEMs a través de la producción de adenosina. Cien mil CEMs de cada 

estirpe fueron cultivadas en medio de cultivo conteniendo 1mg/ml de AMP en presencia (+) y ausencia (-) de 5mg/mL del 

inhibidor de CD73, APCP. Muestras de sobrenadante (500µl) fueron tomadas al inicio, 2hr y 5hr de cultivo. Los 

sobrenadantes fueron analizados mediante  cromatografía líquida de alta resolución (UPLC) para determinar la producción 

de Ado en ng/ml. ND, no determinado. 

Por otra parte, la presencia de CD73 y la actividad funcional de las CEMs-CaCu y CEMs-

CxN para generar Ado a partir de AMP toma relevancia en nuestro estudio, debido a  que 

las CEMs a través de la producción de ésta molécula, suprimen la respuesta inmune 

antitumoral mediada por LTC a través de su interacción con el AR, A2A de alta afinidad, 

favoreciendo el crecimiento y la metástasis tumoral (Ohta et al., 2006; Nauta and Fibbe, 

2007; Yen BL and Yen ML, 2008). Por tanto, tomando en consideración  que la cafeína es 

un antagonista de AR (Sitkovsky et al., 2008), en este estudio evaluamos   la capacidad de 

cafeína para inhibir el crecimiento tumoral en el modelo de ratón C57BL/6 en presencia y 

ausencia de CEMs.  
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Para ello, se establecieron 4 grupos de 5 ratones cada uno con los siguientes tratamientos: 

1) TC-1+ CEMs-CaCu; 2) TC-1+CEMs-CxN; 3) TC-1+CEMs-MON; y 4) Sólo células 

tumorales TC-1. De igual manera se establecieron 4 grupos de 5 ratones c/u con los mismos 

tratamientos a los cuales se les administró desde el inicio del experimento una solución de 

cafeína 300µM (necesaria para bloquear los AR) por v.o. a través del  agua en bebedero. 

Cabe mencionar que inicialmente se determinó el volumen de ingesta diario de agua  

durante dos semanas y éste correspondió a un volumen aproximado de 5ml de agua por día 

y por ratón, lo que permitió calcular la cantidad de cafeína (0.05825mg/ml de agua) para 

tener una concentración de 300M. 

Como se puede observar en la Figura 10, los grupos de ratones tratados con las células 

tumorales TC-1 y las CEMs y que no recibieron suministro de cafeína, presentaron 

crecimientos  tumorales  durante los 52 días de seguimiento. Es importante destacar que los 

grupos de ratones que recibieron tratamiento de TC-1+CEMs-CaCu y TC-1+CEMs-CxN 

presentaron  un mayor crecimiento tumoral al final del experimento, presentando un 

volumen tumoral promedio de 2.1 y 2cm
3
 respectivamente, estos volúmenes no fueron 

significativamente  mayores al  mostrado por el grupo de ratones que recibieron únicamente 

células tumorales TC-1, quienes promediaron un volumen de tumor de 1.5cm3. Cabe 

mencionar que los ratones tratados con TC-1+CEMs-MON mostraron un volumen 

promedio de 0.6cm3, el cual fue significativamente menor al presentado por los ratones 

tratados con células TC-1 (p<0.05) y aquellos tratados con TC-1+CEMs-CaCu y TC-

1+CEMs-CxN (p<0.01).  

De manera interesante, a los ratones que se les administró cafeína y que recibieron los 

mismos tratamientos con células tumorales TC-1 y que también fueron co-inoculados con 

las diferentes CEMs  presentaron una importante protección ante el crecimiento tumoral, 

debido a que después de los 52 días de tratamiento, los ratones presentaron tumoraciones 

apenas perceptibles, teniendo volúmenes tumorales promedio  menores a 0.25 cm
3 

(Figura 

11). Estos resultados nos muestran que cafeína es capaz de inhibir el crecimiento tumoral 

producido por las células tumorales TC-1 en presencia y ausencia de CEMs. 
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Figura 10. Cinéticas de  crecimiento tumoral en ratones C57BL/6  inoculados con células tumorales TC-1 y co-

inoculados con TC-1 +  CEMs bajo condiciones normales (sin protección inmunológica). 105 células TC-1 fueron 

inoculadas vía subdérmica en el dorso de un grupo de ratones  en ausencia de CEMs (TC-1), o  de manera simultánea  

fueron inoculados  por la vena caudal  con  105 CEMs derivadas de Medula Ósea Normal (TC1+CEMs-MON), de Cérvix 

Normal (TC1+CEMs-CxN) y de Cáncer Cérvico-uterino (TC1+CEMs-CaCu). TC-1+CEMs-MON/CaCu vs TC-1 

*P<0.05 y TC-1+CEMs-CxN vs TC-1+CEMs-CaCu/MON **(P<0.0001) (Prueba de ANDEVA seguida por una prueba 

de Tukey). 

 

** 
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Figura 11. Cinética  de  crecimiento tumoral en ratones C57BL/6 que recibieron suministro de cafeína y que fueron 

inoculados con células tumorales TC-1 y co-inoculados con TC-1 + CEMs  bajo condiciones normales (sin protección 

inmunológica). 105 células TC-1 fueron inoculadas vía subdérmica en el dorso de un grupo de ratones  en ausencia de 

CEMs (TC-1), o  de manera simultánea  fueron inoculados  por la vena caudal  con  105 CEMs derivadas de Medula Ósea 

Normal (TC1+CEMs-MON); de Cérvix Normal (TC-1+CEMs-CxN) y de Cáncer Cérvico-uterino (TC1+CEMs-CaCu). A 

todos los grupos de ratones se les suministró cafeína disuelta en el agua a una concentración de 300M  para ser bebida ad 

libitum durante el desarrollo del experimento. Diferencia no significativa entre grupos *P<0.05 (Prueba de ANDEVA 

seguida por una prueba de Tukey). 

  

* 
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La cafeína  mejora la protección antitumoral  en conjunto con el péptido 

inmunogénico RAHYNIVTF de la proteína E7 de VPH-16.  

 

Es conocido que el péptido RAHYNIVTF derivado de la proteína E7 de VPH-16, el cual 

tiene alta especificidad para el alelo H-2D
b
 propio de la cepa de ratones C57BL/6 

(Feltkamp et al., 1993), es altamente inmunogénico en este modelo tumoral al proteger a 

los animales ante el reto tumoral inducido por células tumorales que expresan la proteína 

oncogénica E7 de VPH-16, por lo cual ha sido incluido en  diversas vacunas terapéuticas 

diseñadas para contrarrestar el crecimiento tumoral usando ratones C57BL/6 (Greenstone et 

al., 1998; Peng et al., 1998; Schöfer et al., 2006; Liu et al., 2001; Bian et al., 2008; Wick 

and Webb, 2011; Paz de la Rosa, 2009; Barrios et al., 2012; Sharma et al., 2012).  

En nuestro modelo experimental de estudio también utilizamos al péptido inmunogénico 

RAHYNIVTF para inmunizar previamente a los ratones C57BL/6 que fueron sometidos a 

los diferentes tratamientos descritos anteriomente (Tabla 1). Los ratones recibieron 3 dosis 

del péptido RAHYNIVTF con adyuvante completo (1 dosis) e incompleto (2 dosis) de 

Freund y posteriormente fueron  inoculados con las células tumorales TC-1 o co-inoculados 

con las tres diferentes CEMs. Como se observa en la Figura 12,  la inmunización permitió 

una protección ante el crecimiento tumoral en los ratones que recibieron únicamente células 

tumorales TC-1. No obstante, los ratones que fueron co-inoculados con CEMs-CxN y 

CEMs-CaCu, mostraron un ligero crecimiento tumoral 0.4cm
3
 y 0.2cm

3
 respectivamente, al 

menos durante 42 días que duró el tratamiento. Por otro lado, los ratones que fueron 

inmunizados previamente con el péptido RAHYNIVTF y que de manera simultánea a los 

tratamientos con células tumorales TC-1 y TC-1+CEMs se les suministró cafeína, no 

mostraron crecimiento tumoral perceptible después de 52 días de tratamiento (Figura 13).   

Estos resultados nos permiten sugerir que el tratamiento con cafeína en los animales 

inmunizados con el péptido antigénico RAHYNIVTF favorece la protección antitumoral en 

este modelo experimental. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wick%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21816200
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wick%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21816200
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Figura 12. Cinéticas de crecimiento tumoral en ratones C57BL/6  inoculados con células tumorales TC-1 y co-inoculados 

con TC-1 + CEMs bajo protección inmunológica con el péptido RAHYNIVTF.  Ratones de la cepa C57BL/6  recibieron 3 

dosis del péptido RAHYNIVTF con adyuvante completo (1 dosis) e incompleto (2 dosis) de Freund  con 10 días entre 

cada dosis, posteriormente fueron inoculados con 105 células TC-1 por vía  subdérmica en el dorso de un grupo de ratones  

en ausencia de CEMs (TC-1), o de manera simultánea fueron inoculados  por la vena caudal  con  105 CEMs derivadas de 

Medula Ósea Normal (TC1+CEMs-MON); de Cérvix Normal (TC-1+CEMs-CxN) y de Cáncer Cérvico-uterino 

(TC1+CEMs-CaCu). TC-1+CEMs-MON/CaCu vs TC-1 *P<0.05 y TC-1+CEMs-CxN vs TC-1+CEMs-CaCu/MON 

**(P<0.0001) (Prueba de ANDEVA seguida por una prueba de Tukey). 
** 



 

35 
 

 

Figura 13. Cinéticas de crecimiento tumoral en ratones C57BL/6  que recibieron suministro de cafeína  y que fueron 

inoculados con células tumorales TC-1 y co-inoculados con TC-1 + CEMs bajo protección inmunológica con el péptido 

RAHYNIVTF. Ratones de la cepa C57BL/6  recibieron 3 dosis del péptido RAHYNIVTF con adyuvante completo (1 

dosis) e incompleto (2 dosis) de Freund con 10 días entre cada dosis, posteriormente fueron inoculados con 105 células 

TC-1 vía subdérmica en el dorso de un grupo de ratones  en ausencia de CEMs (TC-1), o de manera simultánea  fueron 

inoculados  por la vena caudal v.i.  con  105 CEMs derivadas de Medula Ósea Normal (TC1+CEMs-MON); de Cérvix 

Normal (TC-1+CEMs-CxN) y de Cáncer Cérvico-uterino (TC1+CEMs-CaCu). Diferencia no significativa entre grupos 

*P<0.05. (Prueba de ANDEVA seguida por una prueba de Tukey). 

  

* 
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DISCUSIÓN  

 

Las CEMs son un tipo de células troncales que pueden ser extraídas de muchos tejidos. 

Ellas se pueden diferenciar en células de linaje mesodérmico, tales como adipocitos, 

osteocitos  y condrocitos, así como en otros linajes de tipo embrionario (Bruder et al., 

1997; Djouad et al., 2003; Jiang et al., 2002). Las CEMs interactúan con células del 

sistema inmune innato y adaptativo y ejercen efectos importantes en la respuesta inmune, 

primariamente a través de moléculas con función inmunosupresora, incluyendo 

prostaglandina-E2 (PGE2), óxido nítrico, indoleamina 2,3-desoxigenasa (IDO), liberación 

de moléculas no clásicas del MHC como HLA-G5 soluble, factor de crecimiento 

transformante alfa (TGF-α), IL-10, y la producción de Ado a través de la fosfohidrólisis de 

ATP hacia Ado, mediante las ectoenzimas CD39 y CD73 (Haynesworth et al., 1992; 

Spaeth et al., 2008;  Pittenger et al., 1999; Yazhow et al., 2004; Saldanha-Araujo et al., 

2011; Engela et al., 2012). Por otro lado, varios estudios sugieren que las CEMs 

contribuyen a la formación del estroma tumoral para proveer un nicho permisivo para el 

desarrollo del tumor a través de un proceso de inmunosupresión que favorece la evasión del 

sistema inmune (Tsujino et al., 2007; Spaggiary et al., 2008). Tales procesos han sido 

implicados en varios aspectos de la biología epitelial del tumor, tales como el crecimiento 

tumoral, la progresión neoplásica, angiogénesis y metástasis (Uccelli  et al., 2008; Wong, 

2011). De hecho las CEMs, han sido extraídas de diferentes tipos tumorales tales como 

carcinoma de ovario (McLean et al., 2011), de tumores de células gigantes de hueso 

(Wuling et al., 2003), neuroblastomas (Gibbs et al., 2003), osteosarcomas (Johann et al., 

2010), lipomas (Lin et al., 2007), cáncer gástrico (Cao et al., 2009). Sin embargo, los 

mecanismos mediante los cuales las CEMs inhiben la respuesta inmune antitumoral para 

permitir el desarrollo del tumor no han sido completamente esclarecidos. Nuestro grupo de 

trabajo ha logrado obtener CEMs de tumores malignos de Cáncer Cérvico-uterino (CEMs-

CaCu) (Montesinos et al., 2013), y a través de un modelo tumoral in vivo, se ha encontrado 

que al co-inocular CEMs-CaCu con células tumorales positivas a la expresión de las 

proteínas oncogénicas E6 y E7 de VPH-16 (céluas TC-1) en ratones de la cepa C57BL/6, se 

exacerba el crecimiento tumoral.  
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Asimismo, al co-inocular ambos tipos celulares en ratones previamente inmunizados con el 

péptido inmunogénico RAHYNIVTF derivado de la proteína E7 de VPH-16,  se ha 

obtenido que la presencia de las CEMs-CaCu favorece el crecimiento tumoral, teniendo 

como resultado una disminución en la población de LT CD8+ específicos al péptido 

RAHYNIVTF y un incremento importante en la población de LT con fenotipo regulador 

(CD4+, CD25+, FoxP3+) (Contreras, 2011). Sugiriendo entonces que la presencia de 

CEMs derivadas de CaCu en este modelo de ratón tiene un efecto inmunomodulador que 

favorece el crecimiento tumoral e interfiere con la respuesta inmune específica hacia el 

mismo tumor. Aunado a ello, se ha encontrado que las CEMs-CaCu inhiben la proliferación 

y función efectora de LTC específicos a péptidos antigénicos a través de la generación de 

Ado cuando son co-cultivados en presencia de AMP (Pérez-Saldaña, 2012), lo cual nos 

permite sugerir que uno de los mecanismos que utilizan las CEMs-CaCu para inhibir la 

respuesta citotóxica específica es mediante la producción de Ado y la consecuente 

inhibición de la población efectora de linfocitos cuando esta misma molécula, interacciona 

con los AR en los LT . Para explorar la  posibilidad de que las CEMs-CaCu a través de la 

generación de Ado, inhiben la respuesta inmune antitumoral, en el presente trabajo 

evaluamos la capacidad de cafeína (un antagonista de AR) para bloquear el efecto de Ado 

en la inhibición de la respuesta inmune en el modelo tumoral de ratones C5/BL/6. En  

nuestro modelo experimental, además de evaluar el papel de CEMs-CaCu en el desarrollo 

tumoral inducido por células tumorales TC-1, también analizamos el papel de  CEMs 

provenientes de medula ósea normal (CEMs-MON) y de tejido cervical normal (CEMs-

CxN). Inicialmente evaluamos la expresión de CD73 en los tres diferentes tipos de CEMs y 

encontramos diferencias importantes en la expresión de esta ectonucleotidasa en la 

membrana celular entre las CEMs derivadas de tejido cervical con respecto a las CEMs-

MON. De manera interesante, al evaluar la actividad funcional de las diferentes CEMs para 

realizar la fosfohidrólisis de AMP, las CEMs-CaCu y las CEMs-CxN mostraron similar 

actividad funcional, evidenciando entonces que ambos tipos de CEMs pueden utilizar este 

mecanismo en el modelo tumoral para inhibir la respuesta inmune en el ratón.  En este 

contexto, se ha reportado  que la Ado en el microambiente tumoral  puede provenir de 

varias fuentes tales como: a) la hipoxia celular en la cual se  inhibe  la adenosina cinasa, lo 

que causa un incremento de AMP extracelular y por tanto un incremento de   Ado, cuando 
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este sustrato interacciona con CD73 dispuesto en células que expresan esta 

ectonucleotidasa, como ocurre en LTreg, células dendríticas foliculares y células epiteliales 

entre otras (Decking et al., 1997; Synnestvedt et al., 2002; Kobie et al., 2006;  Deaglio et 

al., 2007; Resta et al., 1998); b) se ha descrito que algunas células tumorales también 

pueden producir Ado (Dzhandzhugazyan et al.,1998);  c) asimismo,  nucleótidos liberados 

por LT durante la activación y presentación de antígeno pueden ser fuentes de la misma 

(Takayama et al., 1988). Tomando estas consideraciones, los ratones C57BL/6 fueron 

sujetos a diferentes tratamientos para la  inducción de tumores en condiciones normales (sin 

previa inmunización) y previamente inmunizados con el péptido inmunogénico 

(RAHYNIVTF) para protegerlos ante el reto tumoral. Bajo nuestras condiciones se 

encontró que los ratones no inmunizados, como era de esperarse, desarrollaron tumores 

cuando fueron inoculados con las células tumorales TC-1, asimismo el crecimiento tumoral 

fue incrementado de manera notable cuando las CEMs-CaCu y las CEMs-CxN  fueron co-

inoculadas (v.i.). Cabe mencionar que este desarrollo ha sido consistentemente observado 

por nuestro grupo de trabajo (Don, 2011; Contreras, 2011). Considerando que las CEMs, a 

través de la generación de Ado, estuvieran inhibiendo la respuesta inmune del animal para 

contrarrestar el desarrollo del tumor, en nuestro modelo de estudio se incluyó un grupo de 

ratones a los cuales se les administró cafeína a una dosis permanente de 300M con la 

finalidad de bloquear los AR (Góngora-Alfaro et al., 2005) durante el desarrollo del 

experimento. De manera interesante se encontró que la administración de cafeína tuvo un 

efecto importante en el control del crecimiento tumoral, tanto en ratones que fueron 

inoculados con células TC-1 como en aquellos que fueron co-inoculados con las CEMs y 

las células tumorales. El efecto de la cafeína en el control de  crecimiento tumoral, aunque 

de manera parcial, ha sido previamente reportado en tumores inducidos con células de 

cáncer de mama en modelos animales (Otha et al., 2006). En el modelo tumoral de los 

ratones C57BL/6, hemos encontrado que la inmunización previa con el péptido 

RAHYNIVTF protege a los ratones del  crecimiento tumoral inducido por las células TC-1, 

no obstante la co-inoculación de CEMs-CaCu inhibe la respuesta antitumoral resultando 

por consecuencia en el crecimiento tumoral en estos animales (Don 2011; Contreras, 2011). 

En nuestro estudio este efecto se pudo observar de manera parcial, debido a que el grupo de 

ratones fue sacrificado al día 42 y no pudo ser monitoreado de manera total, sin embargo se 
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lograron observar tumores con un crecimiento tumoral cercano a 0.5cm
3
 en ratones que 

recibieron CEMs-CxN y CEMs-CaCu. Por otro lado, cuando a otro grupo de ratones 

previamente inmunizado y tratados de la misma manera con células TC-1 y CEMs además 

de suministrarles cafeína, en  ninguno de ellos se encontró desarrollo tumoral perceptible. 

Lo anterior nos hace sugerir que la cafeína puede tener un efecto antitumoral importante, 

sobre todo cuando ésta se administra de manera simultánea a un antígeno que induce 

respuesta inmune específica como lo es el péptido RAHYNIVTF. Este fenómeno puede 

tener soporte por el hecho de que de manera experimental al co-cultivar CEMs-CaCu con 

LT antígeno específicos en presencia de AMP, la actividad proliferativa y efectora de éstos 

es inhibida notablemente; sin embargo cuando en los co-cultivos a los cuales se les 

adicionó, dichas actividades no fueron alteradas de manera importante (Pérez-Saldaña 

2012; Pérez-Mariscal 2012). De tal manera que el bloqueo de AR, dispuestos en la 

membrana de los linfocitos a través de la cafeína como molécula antagonista, pudiera 

inhibir la actividad supresora que ésta ejerce sobre la población efectora de la respuesta 

inmune. Aunque en  nuestro  modelo experimental no se monitoreó la población efectora de 

LT CD8+ específicos al péptido RAHYNIVTF, en estudios posteriores resultaría de gran 

relevancia hacer su evaluación. Por otro lado,  algunos autores han reportado que Ado 

puede tener un efecto supresor adicional al inducir la liberación de IL-10, tal como lo 

observado por Koscsó et al (2012), donde se encontró que células de microglía al ser 

estimuladas por Ado a través del receptor A2B, son capaces de inducir la síntesis de 

cantidades importantes de IL-10.  En ensayos preliminares en nuestro laboratorio, hemos 

encontrado que las CEMs-CaCu y CEMs-CxN al ser cultivadas con AMP o Ado 

incrementan la producción basal de IL-10 y ésta es disminuida cuando se agrega cafeína 

(300µM) al cultivo, por ejemplo CEMs-CaCu produce alrededor de 1 ng/ml de IL-10 y 

CEMs-CxN alrededor de 600 pg/ml cuando son incubadas con 300µM de AMP y en 

presencia de cafeína (300µM), éstas producen <30 pg/ml de IL-10, sugiriendo que en 

nuestro modelo experimental éste fenómeno pudiera estar generándose durante el 

crecimiento tumoral, lo cual debe ser explorado en estudios posteriores.  
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En estudios previos hemos encontrado que las CEMs inoculadas, vía vena caudal, son 

capaces de migrar al sitio tumoral, además de que la presencia de CEMs-CaCu  favorece el 

reclutamiento de LTreg con fenotipo CD4+, CD25+ FoxP3 en mucho mayor proporción 

que aquellos la inducida por CEMs-MON y CEMs-CxN (Contreras, 2011). La  presencia 

de LTreg y macrófagos asociados a tumor (macrófagos tipo 2) junto con CEMs pudieran 

co-participar en la inhibición de la respuesta inmune antitumoral,  ya sea a través de la 

liberación de Ado o de la producción simultánea de IL-10 (Liu et al., 2013; Liu et al., 2012; 

Saldanha-Araujo et al., 2011; Engela et al., 2012; Zhang, 2012; Zhang, 2010). Resulta 

entonces interesante, conocer si inhibiendo la vía adenosinérgica, que conduce a la 

producción de Ado mediada por CEMs, a través de la desregulación de la expresión de 

CD73 en estas células, pudiera favorecer la respuesta inmune antitumoral, lo que 

representaría un mecanismo clave de las CEMs-CaCu para favorecer la evasión de la 

respuesta inmune en su microambiente natural. Este fenómeno lleva a proponer que la 

regulación de la vía adensinérgica debe ser considerada como un blanco terapéutico 

potencial para favorecer el rechazo tumoral (Jin et al., 2010; Clayton et al., 2011).  
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CONCLUSIONES 

 

 Las CEMs utilizadas en el estudio expresan de manera importante la molécula CD73 

 CEMs-CxN y CaCu tienen la capacidad de hidrolizar AMP y generar Ado como 

producto de su activdad enzimática 

 La inoculación de las CEMs de manera conjunta con células TC-1 promovieron el 

crecimiento tumoral en ratones de la cepa C57BL/6 

 La administración de cafeína por vía oral fue capaz de inhibir de manera importante el 

crecimiento tumoral inducido en ratones por la inoculación de células TC-1 solas y en 

combinación con CEMs 

 La administración del péptido inmunogénico RAHTNIVTF de la proteína E7 de VPH-

16, protegió a los ratones en cierta medida del crecimiento tumoral inducido por células 

TC-1 y CEMs, siendo que la administración simultánea de cafeína la que permitió una 

mejor protección antitumoral en los ratones. 

 Los resultados sugieren que las CEMs derivadas de tumor de CaCu pueden tener un 

efecto inhibitorio importante en la respuesta inmune antitumoral en el modelo de 

estudio a través de la producción de Ado y que éste  fenómeno pudiera representar un 

mecanismo de supresión inmunológica en el  microambiente tumoral natural. 
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PERSPECTIVAS 

 

Con base a los resultados obtenidos en el presente estudio, resultará  relevante  analizar si  

el bloqueo de la generación de Ado por las CEMs , a través de la inhibición específica de la 

molécula CD73 o la desregulación con siRNA, así como  el bloqueo específico de los AR 

en LTC, favorece la respuesta inmune celular para el control del crecimiento tumoral.  

Asimismo, será importante analizar las poblaciones celulares participantes en el 

microambiente tumoral, tales como macrófagos, LTreg y LTC, bajo las diferentes 

condiciones experimentales. Lo anterior será de gran importancia para dilucidar de manera 

global la participación de las CEMs a través de la vía adenosinérgica en la evasión de la 

respuesta inmune. Esta información puede resultar importante para establecer nuevas 

estrategias terapéuticas para mejorar la respuesta inmune antitumoral  de manera paralela a 

la estimulación de la respuesta inmune empleando vacunas que incluyen antígenos 

específicos tumorales. 
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