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RESUMEN  

 

El  Cáncer de Cérvix (CaCe) es un problema de salud pública, dado que es la segunda causa 

de muerte por padecimientos oncológicos en mujeres, tanto a nivel mundial, como en 

México. El carcinoma epidermoide  (Epi) y el adenocarcinoma (Aden) son los más 

comunes en la población de nuestro país con una frecuencia de aproximadamente el 80% y 

el 15% respectivamente. El principal agente inductor de este tipo de cáncer es la infección 

por virus del papiloma humano (VPH), sin embargo en los últimos años se ha demostrado 

la colaboración del microambiente tumoral en el crecimiento de las células malignas 

infectadas. Nuestro grupo de investigación ha demostrado que las Células Troncales 

Mesenquimales (MSCs) son parte del microambiente tumoral en CaCe y que participan 

favoreciendo el crecimiento de las células malignas, mediante la disminución de la 

actividad citotóxica de los linfocitos T sobre estas células. Además, se ha demostrado que 

las MSCs provenientes de Médula Ósea (MO) afectan la proliferación y diferenciación de 

los linfocitos T, principalmente mediante la producción de moléculas inmunosupresoras.  

 Con la finalidad de contribuir al estudio del microambiente tumoral en CaCe y 

como las MSCs afectan el comportamiento de los linfocitos T, en este trabajo se analizó la 

capacidad de las MSCs de  Epi y Aden para disminuir la proliferación de linfocitos T, su 

efecto sobre marcadores de activación y la expresión de moléculas inmunosupresoras de 

membrana y secretadas. 

 De esta forma, este estudio muestra que las MSCs provenientes de Epi y Aden no 

tienen la capacidad de inmunosuprimir a los linfocitos T.    
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ABSTRACT 

 

Cervical Cancer is a public health problem, since it is the second leading cause of death 

from cancer diseases in women, both globally and in Mexico . Squamous cell carcinoma 

and adenocarcinoma are the most common in the population of our country at a rate of 

approximately 80% and 15% respectively. The main inducing agent this cancer is infection 

with human papilloma virus, however in recent years has been shown the tumor 

microenvironment collaboration in the growth of malignant cells infected. Our research 

group has demonstrated that mesenchymal stem cells (MSCs) are part of the cells 

comprising the tumor microenvironment involved in CaCe and encouraging the growth of 

malignant cells, by reducing the cytotoxic activity of T lymphocytes on these cells. 

Furthermore it has been shown that MSCs derived from bone marrow (MO) affect the 

proliferation and differentiation of T lymphocytes, primarily by producing 

immunosuppressive molecules. 

 In order to contribute to the study of the tumor microenvironment in CaCe and how 

MSCs affect the behavior of T cells, in this work  we analized the ability of MSCs from Epi 

and Aden to reduce the proliferation of T lymphocytes, its effect on  activation markers and 

the expression of immunosuppressive molecules both secreted and in the membrane. 

 Thus, this study shows that MSCs from Epi and Aden not have the ability to 

immunosuppress T lymphocytes 
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INTRODUCCIÓN 

1. CÁNCER DE CÉRVIX  
En la mayoría de los casos el cáncer de cérvix es causado por el Virus del Papiloma 

Humano (VPH) el cual es el segundo cáncer más común en mujeres (Walboomers et al, 

1999; Bosch et al, 2002; Parkin et al, 2005). El VPH16 es el tipo de alto riesgo con mayor 

prevalencia en el mundo, siendo el VPH18 el segundo lugar. El VPH posee una estructura 

icosahédrica de 72 capsómeros, con 60 hexámeros y 12 pentámeros, con un diámetro de 

aproximadamente 55 nanómetros que contiene el genoma viral (Fig.1); (Hebner y Laiminis, 

2006). 

 
       
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Virus del Papiloma Humano.  Estructura icosahédrica de 72 capsómeros. (Tomado de 

http://www.cervicalcancerinfo.co.uk/images/hpv_virus.jpg) 

El VPH es un virus con un ácido desoxirribonucleico (DNA) de doble cadena (7-8 

kb), el cual infecta las capas basales de la epidermis y el epitelio mucoso. El genoma del 

VPH se divide en tres regiones: la región de control grande (large control región, LCR) que 

no contiene ningún marco de lectura; la región que corresponde a las proteínas tempranas 

(early región, E1 a E7) y la región correspondiente a las proteínas tardías (late región, L1 y 

L2) (Fig. 2) (McMurray et al, 2001).  El ciclo viral esta estrechamente ligado al ciclo de 

vida de la célula hospedera.  En las capas basales se expresan los genes tempranos 

inductores de proliferación lo que resulta en la expansión lateral de células infectadas. 

Después de entrar en las capas suprabasales los genes virales responsables de la replicación 

viral, expresan las proteínas estructurales y de ensamblaje viral. Subsecuentemente, se 

liberan partículas infecciosas (Zur Hausen 1996; Zur Hausen, 2002).   
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Figura 2. Genoma del VPH. Región de Control Grande (LCR), Región de Transcripción 
Temprana (ER) que contiene los genes E1, E2, E4, E5, E6 y E7; y la Región de Transcripción 
Tardía (LR) con los genes L1 y L2 que constituyen la cápside (Tomado de Muñoz et al, 2006). 

 
Las proteínas virales E6 y E7 interactúan con múltiples proteínas del hospedero para 

promover la  proliferación celular e inhibir la apoptosis. E6 promueve la degradación de 

p53 y BAK, por lo que inhibe la apoptosis (Werness et al,1990; Jackson et al, 2000).  Y 

promueve la activación de la telomerasa (Veldman et al, 2001). E7 interactúa con las 

proteínas de la familia de retinoblastoma lo que potencia la proliferación celular (Dyson et 

al, 1989). Y estimula las ciclinas A y E promoviendo la progresión G0/G1 (Zerfass et al, 

1995). 

La progresión de la infección por VPH a cáncer de cérvix es un proceso que puede 

dividirse en 4 estadios (Fig. 3).  El primero comprende la infección con VPH, en la mayoría 

de los individuos infectados el virus es eliminado en dos años. Sin embargo, el virus 

persiste en alrededor del 10% de las infecciones. El segundo estadio es la lesión 

intraepitelial escamosa de bajo grado, se caracteriza por displasia leve debida a la 

progresión de células con infección persistente a cáncer. Esta lesión puede progresar a una 

lesión escamosa intraepitelial de alto grado que se caracteriza por displasia moderada a 

carcinoma in situ (estadio tres). Esta lesión puede progresar al cuarto estadio, carcinoma 

invasivo (Shiffman et al, 2007). 

 

 Durante la transformación maligna, el DNA del VPH se integra al genoma del 

hospedero (Schwarz et al, 1985; Wentzensen et al, 2004). La integración del DNA viral se 

asocia con la transición en carcinoma invasivo (Hopman et al, 2004). Durante la inserción 
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en el DNA hospedero, el DNA integrado esta completo o sufre una pérdida parcial de genes 

virales. La pérdida de E1, E2, E4, E5 y L2 es frecuente, lo que incrementa el potencial de 

inmortalización de E6 y E7 (Zur Hausen et al, 1996; Chen et al, 1994) las cuales son 

esenciales en el mantenimiento del fenotipo maligno de las células tumorales y por lo tanto 

se expresan en todas estas (Goodwin y DiMaio, 2000).   

 

Figura 3. Progresión de la infección por VPH. 1. Infección por VPH. 2. Lesión escamosa 
intraepitelial de bajo grado. 3. Lesión escamosa intraepitelial de alto grado. 4. Carcinoma invasivo. 

(Modificado de Woodman et al, 2007).
 
1.1 Carcinoma Epidermoide 

El carcinoma epidermoide infiltrante del cérvix uterino es la transformación neoplásica del 

epitelio escamoso en su estadio final (Fig. 4). Constituye el 70% de los tumores del cérvix 

y es el segundo más frecuente en la mujer. La edad media de las pacientes es de 50 años 

pero el rango es de 17-70 años de edad. 

Hay dos variantes morfológicas en el carcinoma epidermoide o escamoso, 

queratinizante y no queratinizante. El sistema Bethesda no divide ambas variantes aunque 

tienen citologías distintas. El carcinoma escamoso no queratinizante se caracteriza por 

frotis con células aisladas y grupos que forman sincicios. Estas células son inmaduras con 

relación núcleo/citoplasma (N/C) alta. Una característica nuclear importante es la presencia 
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de nucléolo prominente, distribución irregular de la cromatina y una envoltura nuclear 

irregular. Hay mitosis, algunas anormales y un fondo diatésico tumoral necrótico. Las 

características citológicas del carcinoma escamoso queratinizante son la presencia de 

células aisladas y ocasionales grupos con marcada variación de la morfología, algunas de 

las cuales son alargadas y en forma de “renacuajo” y citoplasmas densos eosinófilos, 

núcleos opacos y alta relación N/C. Características que sugieren carcinoma invasivo son, la 

presencia de macronucléolos en las células con núcleos con cromatina más dispersa y fondo 

diatésico tumoral (García et al, 2008). 

 Desde el punto de vista histológico existen tres tipos: 

1. Carcinoma epidermoide de células grandes no queratinizante. Es el mas frecuente.  

Aunque es el de mejor pronóstico este debe tipo tumoral debe valorarse en función 

de otros aspectos como el grado de invasión e infiltración  en estructuras vecinas. 

2. Carcinoma epidermoide de células grandes queratinizante. Constituye el 20% de los 

casos. 

3. Carcinoma epidermoide de células pequeñas. Es el menos frecuente y el de peor 

pronóstico. 

Citología. Las lesiones suelen ser evidentes clínicamente y no necesitar citología para el 

diagnóstico, sino biopsia. Sin embargo, en ocasiones la localización de las mismas no las 

hace fácilmente visible a la exploración. La existencia de necrosis, detritus celulares y 

sangre, dificulta la visualización de células neoplásicas. 

1. Carcinoma queratinizante de células grandes. Células escamosas queratinizantes 

con morfología atípica. Núcleos generalmente grandes e irregulares. Es raro 

visualizar los nucléolos. Generalmente estas células se presentan aisladas. 

2. Carcinoma no queratinizante de células grandes. Grandes grupos de células 

tumorales con citoplasma basófilo con aumento de la relación N/C. Los núcleos 

presentan anisotosis; la membrana nuclear es irregular con borde reforzado con 

marginación de la cromatina, que es granular con bandas gruesas y espacios claros 

paracromátinicos. Pueden observarse macronucléolos. 

3. Carcinoma de células  pequeñas. Células sueltas o en grupos, de pequeño tamaño, 

redondas con relación N/C aumentada, de forma que el citoplasma es muy escaso. 

Núcleos hipercromáticos sin nucléolo.  
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Figura 4. Adenocarcinoma y Carcinoma Epidermoide. El adenocarcinoma se origina en las 
células glandulares y el carcinoma epidermoide se localiza en las células epiteliales del cérvix (Bar 

et al, 2001; Walboomers et al,1999; Vizcaino et al, 1998; Lacey et al, 1999). 
 
1.2 Adenocarcinoma 

El adenocarcinoma es un tumor compuesto por glándulas de morfología variada que infiltra 

a través de la pared cervical y está rodeado de un estroma desmoplásico. Las glándulas 

neoplásicas pueden confluir adoptando un patrón cribiforme y están revestidas por células 

que contienen mucina en sus citoplasmas y que a menudo se disponen en una única capa, 

aunque también puede existir una moderada estratificación. Dependiendo del grado de 

diferenciación del tumor, los núcleos pueden ser de localización basal y estar ligeramente 

aumentados de tamaño, o pueden estar notablemente agrandados, hipercromáticos y tener 

nucléolo prominente (Hardisson, 2013) (Fig. 4).  

 En el adenocarcinoma in situ los frotis poseen un fondo inflamatorio (más 

frecuente) o un fondo limpio. Aparecen placas con abundante celularidad constituidas por 

células glandulares en cuyos bordes puede verse pseudoestratificación y amontonamiento 

nuclear (plumaje). Existen un gran número de variedades de adenocarcinoma del 

endocérvix, pero el más frecuente es el diferenciado con secreción de moco. 

 El adenocarcinoma infiltrante, puede presentar diversos grados de diferenciación. 

Cuando está bien diferenciado se asemeja al adenocarcinoma in situ; en los casos menos 
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diferenciados las células forman grupos tridimensionales y son grandes con citoplasma 

vacuolado y amplio. Los signos que indican infiltración son la diátesis tumoral y los 

macronucléolos, pero pueden estar ausentes cuando los adenocarcinomas están poco 

diferenciados. 

 
1.3 Respuesta inmune en pacientes con cáncer de cérvix. 

 Se ha observado una fuerte respuesta proliferativa de linfocitos T (LT) de memoria 

específicos de VPH16 E2 y E6 en mujeres sanas negativas para VPH, lo que indica una 

infección previa.  Esta respuesta se acompaña de la producción de interferón γ  (IFNγ), 

interleucina 5 (IL-5) y niveles bajos de IL-10 (de Jong et al, 2002; Welters et al, 2003; de 

Jong et al, 2004). Se han realizado hallazgos similares para VPH18 (Welters et al, 2006). 

La presencia de LT específicos de VPH16 E2 se correlaciona con ausencia de progresión en 

pacientes con lesión intraepitelial escamosa de bajo grado, lo que indica un efecto protector 

de la inmunidad específico de E2 (Woo et al, 2010). 

 En contraste, en pacientes con cáncer de cérvix solo se observa una respuesta de LT 

específicos para VPH en la mitad de los casos con carcinoma invasivo y con lesión 

escamosa intraepitelial de alto grado. En estos pacientes se observó una débil respuesta 

proliferativa la cual no se asoció con la producción de citocinas pro-inflamatorias (IL-15 e 

IFNγ), pero se detectó IL-10 en pacientes con cáncer de cérvix (de Jong et al, 2004; De Vos 

van Steenwijk et al, 2008). Los reportes indican que una respuesta proliferativa específica 

de VPH16 es observada ocasionalmente mientras que la respuesta tipo Th1, definida por la 

producción de IL-2, es baja o esta ausente en pacientes con cáncer cervical (Luxton et al, 

2003; de Grujil et al, 1996; de Grujil et al, 1998; Tsukui et al, 1996). Una respuesta 

específica para VPH16 E6 en pacientes con cáncer de cérvix  se asocia con invasión 

profunda y supervivencia libre de enfermedad (Heusinkveld et al, 2010). Los LT 

citotóxicos (CTL) específicos para VPH rara vez se detectan en sangre periférica de 

pacientes con cáncer de cérvix y lesión escamosa de alto grado (Ressing et al, 1996; 

Bontkes et al, 1996; Nimako et al, 1997; Youde et al, 2000), mientras que esta respuesta es 

observada frecuentemente en donadoras sanas (Nakagawa et al, 1997; Nakagawa et al, 

1999). La falla en la respuesta Th1 de pacientes con cáncer cérvico uterino puede explicar 

los bajos niveles de CTLs específicos de VPH (Piersma, 2011).   
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  Se ha reportado la infiltración de LT específicos de VPH en neoplasias cervicales y 

nódulos linfoides (Piersma et al, 2007, Evans et al, 1997; Oerke et al, 2005; Hohn et al, 

1999; Hohn et al, 1999). Estos LT infiltrados no son específicos para regiones 

preferenciales en las proteínas E6 y E7. Las células asesinas naturales (NK, por sus siglas 

en inglés: natural killer) parecen tener un papel limitado en la inmunovigilancia del cáncer 

cervical ya que hay números bajos de células CD57+CD3-, que abarcan una subpoblación 

de células NK, infiltrando el tejido tumoral (Jordanova et al, 2008; Piersma et al, 2007).  

Sin embargo, hay grandes números de este tipo celular en sangre periférica y el sistema 

linfoide. A pesar de la presencia de LT específicos de VPH en el tejido neoplásico, el 

sistema inmune es incapaz de eliminar el tumor. 

 

1.4 Evasión inmune de los tumores cervicales. 

 En muchos tumores las células transformadas han adquirido diversos mecanismos 

para protegerse de la eliminación por el sistema inmune. Los cuales incluyen:  

A. Disminución en la expresión de moléculas de histocompatibilidad clase I (MHC I) y 

daño en el procesamiento de antígenos para prevenir su presentación. 

B. Resistencia a la apoptosis mediada por el sistema inmune. 

C. Expresión de factores inmunosupresores. 

D. Atracción de células inmunes capaces de inhibir a la respuesta inmune. 

La pérdida de antígeno es una característica ausente en casi todos los pacientes, ya 

que el DNA de VPH puede detectarse en la mayoría de los tumores y el ácido ribonucleico 

(RNA) de E6 y E7 esta presente en todos los casos de transformación maligna 

(Walboomers et al, 1999; Stoler et al, 1992; van den Brule et al, 1991).  

Las rutas más importantes usadas por los linfocitos para inducir apoptosis en células 

blanco son la ruta de exocitosis de gránulos y la ruta de FAS/FAS-L (Shresta et al, 1998).  

Los tumores escapan de estas mediante mecanismos como la sobre-expresión del gen 

antiapoptotico BCL-2 (Reed et al, 1988), la expresión de inhibidores de FAS-L, la proteína 

inhibidora FLICE (cFLIP) (Djerbi et al, 1999; Medema et al, 1999), la expresión del 

inhibidor de granzima B y el inhibidor PI-9 (Medema et al, 2001). cFLIP esta sobre-

expresada en tumores cervicales en comparación con cérvix normal (Zhou et al, 2006). 

Muchos tumores disminuyen la expresión de MHC I para evadir el reconocimiento por el 
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sistema inmune. Se han observado alteraciones en la ruta de presentación de MHC I en 

pacientes con cáncer cervical (Koopman et al, 2000). 

El ligando 1 de muerte programada (PD-L1) se expresa en una amplia variedad de 

tumores (Dong et al, 2002). Interactúa con el receptor de muerte programada 1 (PD-1) y 

CD80 en LT, induciendo apoptosis, anergia o agotamiento de LT efectores (Zou y Chen, 

2008; Pentcheva-Hoang et al, 2009).  La expresión de PD-L1 en pacientes con cáncer 

cervical se asocia con una mejora en la supervivencia (Karim et al, 2009). Esto puede 

explicarse por la incapacitación de LT reguladores PD1+ infiltrados a través de la 

interacción PD1:PD-L1. 

Los factores inmunosupresores producidos por las células tumorales pueden 

contribuir al microambiente inmunosupresor. Estos factores incluyen indoleamina 2,3-

dioxigenasa (IDO) que interfiere con la repuesta inmune inicial a antígenos tumorales, la 

capacidad citolítica de LT citotóxicos y potencia la capacidad supresiva de LT reguladores 

(Tregs) en diversos tipos de tumor (revisado en Munn y Mellor, 2007). Se ha demostrado la 

presencia de IDO en pacientes con lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado y 

cáncer de cérvix (Nakamura et al, 2007). El factor de crecimiento vascular endotelial 

(VEGF) atrae células dendríticas (DC) inmaduras y macrófagos (Kim et al, 2007). El factor 

de crecimiento transformante β (TGF-β) inhibe la respuesta inmune en múltiples niveles 

(Massague, 2008; Li et al, 2006), lo cual incluye la invasión celular y metástasis 

(Massague, 2008).  En los tumores existe una relación inversa entre la expresión de TGF-β 

y los linfocitos infiltrados, lo que indica que TGF-β puede impedir la infiltración de 

linfocitos en cáncer cervical (Hazelbag et al, 2002). VPH induce la producción de factores 

inmunosupresores, además las proteínas E6 y E7 inhiben el factor regulador de IFN (IRF3 e 

IRF1, respectivamente; Ronco et al, 1998; Perea et al, 2000). Esto resulta en niveles mas 

bajos de citocinas pro-inflamatorias, que puede ser un mecanismo por el cual el VPH crea 

un microambiente inmunosupresor (Nees et al, 2001). 

Los macrófagos asociados al tumor (TAMs) tienen efectos directos en el 

crecimiento, vascularización y modulación del estroma tumoral.  Además, producen 

citocinas y quimiocinas. Lo cual altera el fenotipo y modulación de la respuesta de los LT 

(Mantovani et al, 2002). Los macrófagos CD68+ infiltran tumores cervicales y nódulos 

linfoides metástasicos (Hilders et al, 1995; Zijlmans et al, 2006; Ziljmans et al, 2007). Los 
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TAMs alcanzan números similares a los LT infiltrados en tumores cervicales (Hilders et al, 

1995).   

Las  células dendríticas (DC) inmaduras son capaces de infiltrar tumores humanos 

(Revisado en Gabrilovich, 2004), sin embargo, debido a su falta de moléculas 

coestimuladoras inducen deleción y anergia de LT (Melief, 2008). Tanto en cáncer cervical 

como en cérvix sano se encuentran números similares de DC inmaduras (Piersma et al 

2007; Zijlmans et al, 2006), en contraste el numero de DC maduras se incrementa en el 

tejido tumoral, lo que indica que estas células se activan en el tumor, pero tienen una 

capacidad disminuida del migrar fuera del mismo. En nódulos linfoides que drenan este 

tejido en pacientes con cáncer de cérvix se han encontrado DC expresando IDO (Nakamura 

et al, 2007), lo que indica que juegan un papel durante el escape inmune. 

 

2. MICROAMBIENTE TUMORAL 

Las células tumorales dependen de la matriz extracelular (MEC) para tener un buen 

funcionamiento. La MEC es un componente del estroma tumoral y consiste de fibras de 

colágeno, fibronectina y elastina junto con proteoglicanos y polisacáridos (Sironen et al, 

2011). La MEC es producida por células residentes, entre sus funciones están: proveer 

soporte estructural y permitir el trafico celular, homeostasis, actuar como reservorio de 

citocinas y factores de crecimiento (Kim et al, 2011). Las células del microambiente 

tumoral (Fig. 5) tienen la habilidad de remodelar la MEC alterando la producción de 

metaloproteinasas de matriz (MMP) lo que cambia las interacciones intercelulares o con la 

propia matriz (Kodoma et al, 2007). Para que las células cancerosas sobrevivan, crezcan y 

hagan metástasis se debe establecer un microambiente en el cual las células 

mesenquimales, endoteliales, inflamatorias y la MEC estén funcionalmente organizadas 

(Nakagawa et al, 2004) (Fig. 5). Las MSCs promueven el crecimiento tumoral e invasión. 

El versican, un proteoglicano, tiene diversos papeles en la adhesión, proliferación y 

migración celular; se han encontrado altos niveles de versican en diversos tumores 

(Ricciardelli et al, 2009). Su expresión se correlaciona con un pronostico en cáncer de 

cérvix (Kodama et al, 2007). El cáncer de cérvix está infiltrado con una gran cantidad de 

leucocitos que responden a la secreción de factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas  

por parte de las células tumorales (Lorusso et al, 2008). 
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 Células tumorales. Son la base de la enfermedad, inician los tumores y llevan a 

cabo la progresión tumoral, llevando las mutaciones oncogénicas y de supresores tumorales 

que definen al cáncer como una enfermedad genética. Muchos tumores humanos son 

histopatológicamente diversos, contienen regiones demarcadas por varios grados de 

diferenciación, proliferación, vascularidad, inflamación y/o invasividad (Hanahan y 

Weinberg, 2011). 

    Células endoteliales. Mucha de la heterogeneidad celular de los tumores se 

encuentra en sus compartimentos estromales. En donde se localizan las células formadoras 

de la vasculatura tumoral asociada. Una red de rutas de señalización interconectadas 

involucran ligandos en células endoteliales (Notch, Neuropilina, Robo y Eph-A/B) se ha 

adicionado a VEGF, angiopoyetina (Ang) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF). 

Estas rutas han sido implicadas en la angiogénesis asociada al tumor (Pasquale, 2010; 

Ahmed y Bicknell, 2009; Dejana et al., 2009; Carmeliet y Jain, 2000). El crecimiento y 

metástasis tumoral son procesos dependientes de la inducción de angiogénesis. Se forman 

nuevos vasos sanguíneos para asegurar que las células tumorales reciban suficiente oxigeno 

y nutrientes (Delli et al, 2010). Los nuevos vasos sanguíneos son tortuosos y están dilatados 

además de sufrir fugas debido a la falta de la cubierta de pericitos (Raza et al, 2010). 

Pericitos. En tejidos sanos proveen señales de soporte parácrino al endotelio que 

normalmente se encuentra inactivo. Una de estas es Ang-1 que envía señales 

antiproliferativas, recibidas por receptores Tie-2 en la superficie de las células endoteliales 

y VEGF que se encarga de mantener la homeostasis endotelial (Gaengel et al., 2009; 

Bergers and Song, 2005). Los pericitos también colaboran con el endotelio para sintetizar el 

basamento de la membrana vascular que ancla los pericitos y las células endoteliales y 

ayuda a los vasos sanguíneos a soportar la presión hidrostática del flujo sanguíneo. La 

inhibición farmacológica de la señalización del receptor del factor de crecimiento derivado 

de plaquetas (PDGF-R) expresado por pericitos tumorales y progenitores de pericitos de 

Médula Ósea (MO) resulta en una cobertura pericítica reducida de los vasos tumorales lo 

que desestabiliza la integridad y función vascular (Pietras y Ostman, 2010; Raza et al., 

2010; Gaengel et al., 2009). Los pericitos de vasos sanguíneos normales no son propensos a 

tal disrupción. Los tumores con cobertura pobre en su vasculatura son mas propensos a 
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permitir intravasación de células tumorales en el sistema circulatorio permitiendo la 

diseminación hematógena (Raza et al., 2010; Gerhardt and Semb, 2008).  

Células del Sistema Inmune. Las células del sistema inmune presentes en el 

microambiente tumoral operan de modos opuestos: se pueden encontrar leucocitos, tanto 

antagónicos como promotores del tumor en diversas proporciones en la mayoría de las 

neoplasias (Hanahan y Weinberg, 2011). En el curso de la cicatrización normal y la lucha 

contra las infecciones, las células inflamatorias inmunes aparecen transitoriamente y 

desaparecen, en contraste a su persistencia en sitios de inflamación crónica, donde su 

presencia se asocia a fibrosis, angiogénesis aberrante y neoplasia (Grivennikov et al, 2010; 

Karin et al, 2006).  

 
 

Figura 5. Microambiente tumoral. El microambiente tumoral se compone de diferentes tipos 
celulares los cuales cumplen una función especifica para permitir el desarrollo, supervivencia y 

metástasis del tumor (Modificado de  Hanahan y Weinberg, Cell, 2011). 
 
 Las células del sistema inmune promotoras del tumor incluyen macrófagos, células 

cebadas, neutrófilos, LT y linfocitos B (LB) (Coffelt et al., 2010; Egeblad et al., 2010; Qian 

y Pollard, 2010; Mantovani, 2010; Joyce y Pollard, 2009; Mantovani et al., 2008; Murdoch 

et al., 2008; DePalma et al., 2007). Estas secretan factor de crecimiento epidermal (EGF), 

VEGF, FGF2, entre otras quimiocinas y citocinas que amplifican el estado inflamatorio; 

además, estas células producen proangiogénicos y/o MMPs como MMP-9, cisteínas, 

catepsina, proteasas y heparanasas (Qian and Pollard, 2010; Murdoch et al., 2008). Por otro 

lado inducen y sostienen la angiogénesis tumoral, estimulan la proliferación de las células 

cancerosas, facilitan la invasión hacia el tejido y soportan la metástasis (Coffelt et al., 2010; 

Egeblad et al., 2010; Qian y Pollard, 2010; Mantovani, 2010; Joyce y Pollard, 2009; 
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Mantovani et al., 2008; Murdoch et al., 2008; DePalma et al., 2007). Las células mieloides 

infiltrantes del tumor (CD11b+/Gr1+) suprimen la actividad de LT citotóxicos  y células NK 

(Qian y Pollard, 2010; Ostrand-Rosenberg y Sinha, 2009). El reclutamiento de ciertas 

células mieloides puede beneficiar doblemente al desarrollo tumoral, promoviendo 

directamente la angiogénesis y progresión tumoral mientras proporciona los medios para 

evadir la destrucción inmune (Hanahan y Weinberg, 2011).  

El sistema inmune detecta y apunta específicamente a los agentes infecciosos 

mediante la respuesta inmune adaptativa la cual es apoyada por el sistema inmune innato.  

Además, el sistema inmune innato se involucra en la cicatrización y eliminación de células 

muertas y detritus celular. Esto es llevado a cabo por macrófagos, neutrófilos y una 

subclase de macrófagos “alternativamente activados”, neutrófilos y progenitores mieloides 

comprometidos en cicatrización y limpieza del tejido (Egeblad et al., 2010; Mantovani, 

2010; Qian and Pollard, 2010; Johansson et al., 2008). Los progenitores mieloides son una 

fuente mayor de factores angiogénicos, epiteliales, factores de crecimiento estromal y 

enzimas remodeladoras de matriz requeridas para la cicatrización y estas células son 

reclutadas para soportar la progresión neoplásica. Subclases de LT y LB pueden facilitar el 

reclutamiento, activación y persistencia de los macrófagos y neutrófilos cicatrizadores y 

promotores de tumor (DeNardo et al., 2010; Egeblad et al., 2010; Biswas y Mantovani, 

2010).  

Fibroblastos asociados al cáncer.  Hay dos subtipos 

1. Células similares a los fibroblastos que crean la base estructural que soporta la 

mayoría de los tejidos epiteliales normales. 

2. Miofibroblastos positivos para α-actina del musculo liso (α-SMA), los cuales 

difieren de los fibroblastos derivados de tejidos. 

Los últimos son raros en la mayoría de los tejidos sanos, aunque el hígado y el páncreas 

contienen células positivas para α-SMA. El número de miofibroblastos aumenta 

transitoriamente en heridas y sitios de inflamación crónica. Estas células contribuyen a la 

fibrosis patológica durante la inflamación crónica observada en pulmón, riñón e hígado. 

Los miofibroblastos y variantes de fibroblastos derivados de tejidos normales potencian los 

fenotipos tumorales, la proliferación de células malignas, la angiogénesis y la invasión y 



� ���

metástasis. Secretan componentes de la MEC y están implicados en la formación de 

estroma desmoplásico que caracteriza muchos carcinomas avanzados.  

 

3. CÉLULAS TRONCALES MESENQUIMALES Y MICROAMBIENTE 

TUMORAL.  

 

3.1 Células Troncales Mesenquimales (MSC). 

 Las Células Troncales Mesenquimales (MSC) son células clonogénicas, que además de 

originar células del mesodermo (osteoblastos, condrocitos, células endoteliales), se 

diferencian en células ectodermales (células neuronales; Kassem, 2004) y endodermales 

(células pulmonares y pancreáticas). Son adherentes, no fagocíticas, con morfología 

fibroblastoide y  capaces de mantener la mielopoyésis. 

La fuente principal para obtener MSCs es la médula ósea (MO). El material de 

inicio consiste en aspirados de MO obtenidos de donadores normales, los cuales son 

utilizados para el transplante alogénico de MO. Después de obtener y sembrar células 

mononucleares (CMNs) de dichos aspirados en un medio basal suplementado con suero 

fetal bovino (SFB) (Prockop, 1997; Conget et al 1999); la población en desarrollo de 

células adherentes es considerada la fuente primaria ex vivo de MSCs. No existe un 

procedimiento experimental único para la separación de estas células y la mayoría de los 

laboratorios se han basado en la adherencia, y capacidad de diferenciación multipotencial 

(hueso/adiposo/cartílago).  

La Sociedad Internacional de Terapia Celular ha postulado algunos criterios 

mínimos para definir a las MSCs humanas, como la expresión de los antígenos de 

superficie CD105, CD73 y CD90 y la ausencia de CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79α, 

CD19 y HLA-DR, además de su capacidad para diferenciarse a osteoblastos, adipocitos y 

condroblastos in vitro (Dominici et al, 2006).  

Estudios sobre las Unidades Formadoras de Colonias (CFU-Fs) obtenidas a partir de 

aspirados de MO humana han demostrado que se producen entre 1 y 20 de este tipo de 

colonias por cada 1 X 105 células mononucleares sembradas (Castro-Malaspina et al, 1980; 

Simmons y Torok- Storb, 1991). La proliferación de CFU-F in vitro está regulada por 

diferentes factores como el PDGF (Owen, et al, 1987), EGF (Gronthos y Simmons, 1995) y 
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el FGF-2 (Bianchi, 2003). De igual manera se han detectado algunos inhibidores de la 

formación de colonias de CFU-F, como el IFN-α e IL-4 que bajo condiciones in vitro 

inhibieron la formación de colonias estimuladas por la combinación de EGF y PDGF 

(Gronthos y Simmons, 1995; Wang et al, 1990). 

Por otra parte, un aspecto importante es la localización anatómica de las células 

mesenquimales en la médula ósea. Algunos estudios sugieren que este tipo de células se 

localizan en las paredes de la red vascular sanguínea de la médula ósea, dado que se ha 

demostrado que las CFU-F obtenidas expresan α- SMA (Gronthos et al, 2003), y las células 

capaces de expresar esta proteína se limitan a los pericitos capilares, a las células que 

revisten la superficie del endosteo y a las células de músculo liso vascular de las arterias 

medulares. En contraparte esta proteína no se ha detectado en las células reticulares de los 

nichos hematopoyéticos, en adipocitos o células endoteliales vasculares (Bianco et al, 

2001). De igual forma en células mesenquimales cultivadas se han detectado proteínas 

adicionales características de pericitos y células de músculo liso, tales como h-caldesmon, 

metavinculina, calponina y las cadenas pesadas de miosina de músculo liso (Galmiche et al, 

1993).  

Después del subcultivo, las MSCs  muestran un gran potencial de expansión no 

obstante este presenta alta variabilidad. Algunas preparaciones pueden ser expandidas a 

través de 15 doblajes celulares (Bruder et al, 1998; Digirolamo et al, 1999; Phinney et al, 

1999), otras cesan la replicación después de cuatro doblajes celulares aproximadamente. La 

naturaleza de este conflicto puede tener origen en varias determinantes, en el procedimiento 

usado para extraer la médula (Bruder et al, 1998; Digirolamo et al, 1999, Phinney et al, 

1999; Blazek et al, 1999), la baja frecuencia de MSCs en los aspirados de médula (Pittenger 

et al, 1999) y la edad o condición del donador del cual se preparan las MSCs (Bruder et al, 

1998; Galotto et al, 1999). A pesar del alto potencial de expansión in vitro, las MSCs no 

pierden (después de subcultivo moderado) su cariotipo normal y actividad de telomerasa 

(Pittenger et al, 1999). Sin embargo, los subcultivos extensos perjudican la función celular 

por el comienzo de evidentes señales de senescencia (Digirolamo et al, 1999) y/o apoptosis 

(Conget et al, 1999). 
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Asimismo, también se ha demostrado que las células mesenquimales por sí mismas 

son capaces de incrementar la proliferación y expansión de células troncales 

hematopoyéticas (CTH) y células progenitoras hematopoyéticas (CPH) in vitro mediante la 

producción de citocinas que actúan de manera temprana para mantener a las células 

troncales hematopoyéticas en un estado de quiescencia o de autorenovación más que de 

diferenciación tales como factor de células troncales (SCF), Factor Inhibidor de Leucemia 

(LIF), Factor Derivado del Estroma (SDF-1), Oncostatina M (OSM), Proteína 

Morfogenética Ósea (BMP-4), el Ligando del Receptor Flt-3 y TGF-β (Haynesworth et al, 

1996; Majumdar et al, 1998 y Majumdar et al 2000b). Además éstas células son capaces de 

producir interleucinas como IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14 e IL-15 (Azizi et al, 

1998) y receptores para citocinas como IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R, Interferón-γR, 

receptor I y II para Factor de Necrosis Tumoral α (TNF-αRI y II) y el receptor para 

transferrina (Azizi et al, 1998; Pittenger et al, 1999) (Fig. 6).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 6. Microambiente hematopoyético. Las MSCs soportan la mielopoyesis en la MO 
mediante la secreción de citocinas, la producción de moléculas de matriz que permiten la adhesión o 

migración de las células hematopoyéticas y la interacción celular directa (Mayani et al, 2006). 
 

Además de proveer el contacto crítico célula-célula y producir factores de 

crecimiento para la hematopoyesis, las MSCs atraen células troncales hematopoyéticas 

injertadas hacia la MO, induciendo los receptores de homing (Blair y Thomas, 1997). En 

animales sanos, las MSCs son capaces de migrar a otros tejidos además de la MO (Francois 

et al, 2006). Diversos experimentos in vitro han demostrado que la migración de MSCs esta 
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regulada por SDF-1/CXCR4 y el complejo formado por el Factor de Crecimiento de 

Hepatocitos (HGF) y c-Met e involucra a las MMPs (Son et al, 2006). 

Como población, las MSCs derivadas de MO han demostrado tener un significativo 

pero altamente variable potencial de autorenovación durante su propagación serial in vitro 

(Bruder et al, 1997; Colter et al, 2000). Se ha demostrado que las CFU-Fs no ciclan in vivo 

(Friedenstein et al, 1974), y la entrada de estas a ciclo celular y subsecuente desarrollo en 

colonias depende de los factores de crecimiento (Castro-Malaspina et al, 1980). Los 

doblajes de población mas altos se han conseguido como consecuencia de la adición de 

factores de crecimiento específicos (FGF-2) al medio de cultivo basal (Bianchi et al, 2003). 

La densidad de siembra también juega un papel importante en la capacidad de expansión de 

las células mesenquimales. A menor densidad de siembra mayor expansión (Colter et al, 

2000). Los trabajos realizados sugieren que las MSCs y sus clones son heterogéneos con 

respecto a su capacidad de autorenovación (Bianco et al, 2001). 

El LIF (Jiang et al, 2002; Metcalf et al, 2003), el FGF-2 (Tsutsumi et al, 2001; 

Zaragozi et al, 2006) y el homólogo mamífero de Drosophila Wingless (Wnts; Kleber, 

2004; Boland et al, 2004) entre otros, han sido implicados en el mantenimiento de la 

troncalidad de las MSCs. Se ha demostrado su papel en la autorenovación y mantenimiento 

del tejido embrionario mesenquimal no diferenciado (Kolf et al, 2007). LIF es una citocina 

pleiotrópica que mantiene el estado troncal de las MSCs (Jiang et al, 2002) y también activa 

y reprime la diferenciación osteoblástica y osteoclastica (Heymann y Reuselle, 2000). El 

FGF2 mantiene el estado troncal de las MSCs (Tsutsumi et al, 2001) y en presencia de SFB 

al 10%, prolonga el período de vida de aquellas derivadas de MO a mas de 70 doblajes 

poblacionales y mantiene su potencial de diferenciación hasta 50 doblajes (Bianchi et al, 

2003). Esto sugiere que el FGF-2 selecciona preferencialmente la supervivencia de una 

subpoblación de células con alto potencial de autorenovación. El tratamiento con Wnt3a 

incrementa la proliferación de las MSCs adultas e inhibe la diferenciación osteogénica 

(Boland et al, 2004). Se ha sugerido que la β-catenina esta involucrada en la regulación de 

la autorenovación por medio de Wnt. Las MSCs expresan los marcadores genéticos de 

células troncales embrionarias Oct-4 (involucrado tanto en el mantenimiento de la 

capacidad de regeneración como del estado de troncalidad de las células troncales; 

Matikainen y Laine, 2005, Barry et al, 2005), Sox-2 (implicado en el desarrollo 
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embrionario temprano y el mantenimiento del estado de no diferenciación de las células 

troncales; (Zhang et al, 2005; Erices et al, 2000; Thellin et al, 2000; Zhang et al, 2004; 

Niyibizi et al, 2004) y Rex-1 (comprometido en el funcionamiento de las células troncales) 

(Izadpanah et al, 2006). 

Las colonias individuales derivadas de una sola MSC precursora han sido reportadas 

como heterogéneas en términos de potencial de linaje. Pittenger y cols. publicaron que un 

tercio de los clones de MSCs derivadas de MO son multipotentes 

(osteogénicas/condrogénicas/adipogénicas) (Pittenger et al, 1999). En otro estudio, 

Muraglia y cols. demostraron que el 30% de los clones celulares derivados de MSCs in 

vitro exhibieron un potencial de diferenciación tri-linaje 

(osteogénico/condrogénico/adipogénico), mientras que el resto mostró un potencial bi- 

linaje (osteogénico/condrogénico) o uni-linaje (osteogénico; Muraglia et al, 2000). 

Asimismo, Kuznetsov y cols. publicaron que solo el 58% de los clones derivados de 

una sola colonia tienen la capacidad de formar hueso en cápsulas de cerámica con fosfato 

hidroxiapatita, después de ser transplantados en ratones inmunodeficientes (Kuznetsov et 

al, 1997). Todos estos resultados demuestran que las MSCs clonalmente derivadas son 

heterogéneas con respecto a su potencial de desarrollo. El enriquecimiento de una 

población inicial de MSCs mas homogénea, particularmente aquellas que tienen un 

potencial de diferenciación de multilinaje, puede también prolongar el período de vida de 

las células mesenquimales en la expansión in vitro (Baksh et al, 2004). 

Baksh y cols. proponen un modelo para la regulación de la diferenciación de una 

célula troncal, que incorpora 2 compartimentos distintos pero continuos. En el primer 

compartimento las MSCs entran en modificación transcripcional, generando células sin 

aparentes cambios en fenotipo y capacidad de autorenovación. Similares a MSCs residentes 

en MO adulta, la mayoría de las células mesenquimales cultivadas in vitro, permanecen 

indiferenciadas hasta que son estimuladas. Bajo estimulación, las MSCs multipotentes 

entran en división asimétrica, dando origen a dos células hijas, una es la replica exacta de la 

célula madre y mantiene el potencial de multilinaje, y la otra se convierte en una célula 

precursora que continua dividiéndose simétricamente generando mas células precursoras. 

Estas células precursoras son morfológicamente similares a las MSCs multipotentes pero 

difieren en su transcripción de genes (repertorio). Las progresión de MSCs a precursoras es 
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considerada el primer paso en el compromiso de las células troncales. La transición o salida 

del “compartimento de células troncales” al “compartimento del compromiso” ocurre 

cuando las células precursoras continúan dividiéndose simétricamente para generar células 

progenitoras unipotentes, simultáneamente con la adquisición de propiedades de linaje 

especifico, convirtiéndose en células completamente maduras y comprometidas con 

fenotipo distinguible (Baksh et al, 2004). 

El compromiso y diferenciación de las MSCs a tipos celulares maduros específicos 

es un proceso temporal altamente controlado que involucra la actividad de factores de 

trascripción, citocinas, factores de crecimiento y moléculas de matriz extracelular. Hay 

varios factores esenciales para el compromiso de una MSC. Entre ellos, moléculas 

secretadas y sus receptores (TGF-β), matriz extracelular (colágenos y proteoglicanos), 

actina de citoesqueleto y factores de trascripción intracelular (Cbfa1/Rnux2, PPARγ, Sox9 

y MEF2) juegan importantes papeles en el compromiso de las MSCs en linajes específicos 

y el mantenimiento de sus fenotipos diferenciados (Olsen et al, 2000; Waddington et al, 

2003; McBeath et al, 2004; Harada y Rodan, 2003). 

 
3.2 MSCs e Inmunosupresión. 

Se han realizado estudios relacionados con la capacidad de inmunosupresión de las MSCs.  

Así, se ha demostrado que las MSCs suprimen muchas de las funciones de las células T, B, 

NK y DC  (Fig. 7) y son pobremente reconocidas por los huéspedes HLA incompatibles. 

Además, los efectos de las MSCs en el sistema inmune pueden ser profundamente 

influenciados no sólo por las interacciones celulares, sino también por factores ambientales 

que dan forma a su fenotipo y funciones (Ucelli et al, 2006; Chan et al, 2006; Nauta et al, 

2006; Eliopoulos et al, 2005). Varias moléculas involucradas en la sinapsis del nicho de 

células troncales hematopoyéticas (Wilson y Trump, 2006) como Gal-1, Ang-1, 

osteopontina y trombospondina-1 y 2 son altamente expresadas por las células 

mesenquimales que muestran capacidad inmunomodulatoria (Pedemonte et al, 2007). Los 

experimentos in vivo e in vitro sugieren que el comportamiento funcional de las MSCs es 

resultado del efecto combinado de factores solubles y mecanismos mediados por el 

contacto celular. 
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Figura 7. Efectos de las MSCs en las células del sistema inmune (modificado de Nauta y Fibbe, 

2007). 

 
Las MSCs son pobremente inmunogénicas, ya que muestran una baja expresión de 

MHC I y ausencia de la expresión de MHC II. Además, estas celulas no expresan 

moléculas coestimuladoras como CD40, CD80 y CD86  las cuales están involucradas en la 

activación de LT (LeBlanc et al, 2003; Majumdar et al, 2003).  

Se ha sugerido que las MSCs afectan la proliferación de LT por medio de 

mecanismos tanto dependientes como independientes del contacto celular. Se ha vinculado 

a la expresión de las moléculas PD-L1 y HLA-G1 a los mecanismos dependientes de 

contacto celular (Selmani et al, 2008; Augello et al, 2005; Sheng et al, 2008; Giuliani et al, 

2011), y se ha identificado a TGF-β, HGF, IL-10, IDO, óxido nítrico (NO), prostaglandina 

E2 (PGE2) y HLA-G5 como factores solubles (Meisel et al, 2004; Ryan et al, 2007; Selmani 

et al, 2008). Actualmente hay controversia en cuanto a la necesidad de contacto celular 

entre MSCs y LT para inhibir la proliferación celular (Krampera et al, 2006; Selmani et al, 

2008; Rasmusson et al, 2005; Augello et al, 2005; Sheng et al, 2008; Giuliani et al, 2011; 

DiNicola et al, 2002; Groh et al, 2005). Además, algunos estudios han mostrado que las 

MSCs de MO previenen la expresión de los marcadores de activación tempranos CD25 y 

CD69 en células CD4+ y CD8+ activadas con fitohematoglutinina (PHA; LeBlanc et al, 

2004; Groh et al, 2005), sin embargo otros estudios indican que las MSCs no afectan la 
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expresión de los marcadores de activación en LT (Krampera et al, 2006; Ramasamy et al, 

2008). 

Se ha reportado que las MSCs humanas expresan receptores tipo Toll (TLRs) 

(Liotta et al, 2008; Lombardo et al, 2009; Optiz et al, 2009; Pevsner-Fischer et al, 2007). 

Los cuales se asocian con daño al tejido e infecciones. Además los niveles basales de 

expresion de TLRs en MSCs de MO y tejido adiposo son sensibles al estimulo de su 

microambiente. Esta expresión puede ser sobre-regulada por hipoxia (por medio de TLR1, 

TLR2, TLR5 y TLR9) o condiciones inflamatorias por IFN-γ, TNF, IFN-α e IL-1ß (por 

TLR2, TLR3 y TLR4) (Hwa et al, 2004; Raicevic et al, 2010). 

Las interacciones entre las MSCs y LT han sido estudiadas ampliamente, 

particularmente in vitro. Se ha reportado que las MSCs tienen un impacto en varias de la 

propiedades de estos linfocitos, por ejemplo suprimen la proliferación de linfocitos CD4+ y 

CD8+ activados (DiNicola et al, 2002; Tse et al, 2003) (Fig. 8). Las MSCs mantienen a los 

LT activados en fase G0/G1 del ciclo celular (Glenne et al, 2005), aunque no inducen 

apoptosis (DiNicola et al, 2002; Tse et al, 2003). Además, son capaces de prolongar la vida 

de LT no estimulados e inhibir las proteasas endógenas involucradas en la muerte celular 

(Benvenuto et al, 2007). También se ha demostrado que las MSCs reducen la expresión de 

IFNγ en CD4+ Th1 e incrementan la liberación de IL-12 por CD4+ Th2 (Aggarwal y 

Pittenger, 2005; Ghannam et al, 2010). El potencial citotóxico de los LT también se ve 

disminuido (Maccario et al, 2005).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 8. Efectos de las MSCs en la activación y proliferación de linfocitos T  (Aggarwal et al, 

2005; Yañez et al, 2006; Rammasamy et al, 2008; Maccario et al, 2005). 
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Los linfocitos Treg, con un fenotipo CD4+CD25high, tienen un papel importante en 

la inducción de tolerancia periférica y la inhibición de la respuesta inmune pro-inflamatoria 

(Riley et al, 2009). Diversos estudios ha demostrado que las MSCs inducen la expansión de 

linfocitos Treg funcionales CD4+CD25highFOXP3+ (Aggarwal y Pittenger, 2005; Ghannam 

et al, 2010; English et al, 2009; Prevosto et al, 2007). Aunque se han sugerido que existen 

mecanismos tanto dependientes como independientes del contacto celular entre las MSCs y 

los LT aun existe controversia al respecto. 

 En el sistema inmune humano los efectos de las MSCs en los LT son mediados de 

forma independiente del contacto celular, lo que evidencia la importancia de los factores de 

secreción como IL-1ß (Groh et al, 2005), TGF-ß1 (English et al, 2009), HGF (Di Nicola et 

al, 2002), PGE2 (Aggarwal y Pittenger, 2005), hemo-oxigenasa-1 (HO-1; Chabannes et al, 

2007), LIF (Nasef et al, 2008), IGF (Gieseke et al, 2007), sHLA-G5 (NAsef et al, 2008), 

galectina (Gieseke et al, 2010) y Jagged-1 (Liotta et al, 2008). 

 De igual forma, se ha reportado que el pretratamiento de MSCs con IFN-γ estimula 

la inmunomodulación (Chang et al, 2006; Krampera et al, 2003).  Lo cual podría explicar la 

habilidad de las MSCs para actuar en condiciones inflamatorias como la enfermedad de 

injerto contra huésped aguda (EICHa), en donde la producción de citocinas como IFNγ por 

los LT y las células NK puede promover la inmunomodulación, y subsecuentemente 

suprimir la proliferación de los linfocitos CD4+, CD8+ y células NK (Gotherstrom et al, 

2004). 

Estudios realizados en nuestro laboratorio (Castro-Manrreza et al, 2014) indican que 

las poblaciones celulares CD4+ y CD8+ se ven  afectadas de la misma forma por MSCs 

provientes de MO.  Esto probablemente en relación a  la regulación  en la expresión de 

marcadores de activación como CD25, CD69 y CTLA-4, sin embargo se observó que las 

MSCs de MO no afectaban la expresión de CD25 (marcador de activación en LT) en LT 

CD3+ activados. Por otro lado, se observó el incremento en la expresión de CD69 

(marcador temprano de activación de LT que promueve la síntesis de citocinas) en LT 

CD3+ activados en presencia de MSCs.   
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Figura 9. Efectos de las MSCs en linfocitos T CD3+. Las MSC de MO (BM-MSC) activadas con 

IFNγ secretan moléculas que disminuyen la proliferación de linfocitos CD3+, estimulan la 
formación de linfocitos T reguladores (Tregs) y aumentan la expresión de CTLA-4 en la membrana 

de estos linfocitos   (Castro-Manrreza et al, 2014). 
 

Además, se observó que las MSCs de MO no afectan la expresión de CTLA-4 

(regulador negativo de LT) en poblaciones enriquecidas de LT CD4+ y CD8+ activados, la 

primera evaluación se realizó a las 24 horas de cocultivo de las MSCs con poblaciones 

enriquecidas de LT, sin embargo en el tercer día se observó un incremento en la expresión 

de CTLA-4 en LT CD4+ activados en aquellos cultivos con contacto celular. Ya que se 

observó una reducción en la proliferación solo en estos últimos, se evaluó la presencia de 

PD-L1 (una molécula involucrada en la inmunosupresión mediada por MSCs a través de un 

mecanismo dependiente del contacto celular y que además inhibe la proliferacion de LT y 

la producción de citocinas) en la membrana celular de MSCs donde se observó un 

incremento en la expresión de la misma.   

IFN-γ puede actuar como citocina inmunosupresora inhibiendo directamente la 

proliferación de LT e induciendo su apoptosis (Feng et al, 2008; Lu y Waller, 2009), 

además estimula la síntesis de moléculas inmunosupresoras como IDO, PGE2 y PD-L1 en 

MSCs (Meisel et al, 2004; Aggarwal et al, 2005; Sheng et al, 2008) favoreciendo así la 
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inmunosupresión mediada por MSCs (Krampera et al, 2006; Ryan et al, 2007; Polchert et 

al, 2008; Deuse et al, 2011). En análisis llevados a cabo en nuestro laboratorio (Castro-

Manrreza et al, 2014) se detectó un incremento significativo en las concentraciones de IFNγ 

de los sobrenadantes obtenidos de aquellos co-cultivos con contacto celular entre las MSCs 

y LT. De la misma forma, la disminución de la proliferación observada en los co-cultivos 

puede estar relacionada a la presencia de citocinas inmunosupresoras. Así, las MSCs 

incrementan la secreción de IFNγ mediante el contacto celular con LT activados lo que 

aparentemente se puede correlacionar con la reducción de la proliferación, en donde PD-L1 

puede participar activamente por contacto celular (Sheng et al, 2008; Luan et al 2013 ). Se 

ha demostrado que la activación de LT en presencia de MSCs de MO reduce la secreción 

de citocinas Th1 pro-inflamatorias (TNF-α e IFN-γ) e induce la secreción de citocinas Th2 

anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10; Aggarwal et al, 2005). Además, el IFNγ y TNF-α 

incrementan la inmunosupresión mediada por MSCs favoreciendo la secreción de 

moléculas inmunosupresoras como PGE2 (Aggarwal et al, 2005; Krampera et al, 2006), 

razón por la cual se evaluó la presencia de IFNγ, TNF-α, IL-10 e IL-4 y se observó que no 

había un incremento significativo en los niveles de IL-4 y TNFα lo cual sugiere que no se 

generó una respuesta Th1 o Th2 en presencia de MSC. Sin embargo, si se observó un 

incremento significativo en la secreción de IL-10 en los co-cultivos de MSCs de MO con 

LT. Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio, demuestran que las MSCs de MO 

inhiben la proliferación de LT CD4+ y CD8+ activados cuando están en contacto celular. 

Esta reducción en la proliferación se relaciona con el aumento de la expresión de PD-L1 en 

las MSCs y CTLA-4 en LT, así como el incremento de la producción de IFNγ, IL-10 y 

PGE2. 

  
3.3 MSCs y Cáncer  

Se ha observado que los tumores tienen múltiples mecanismos para evadir la respuesta 

inmune. Entre ellos, la habilidad de bloquear la maduración y función de células 

presentadoras de antígeno (APCs) y la de causar alteraciones en la transducción de señales 

y la función de LT (Campoli et al, 2005). Así la falta o supresión en la expresión de 

moléculas MHC I en células cancerosas es acompañada por una reducción en el 

reconocimiento y lisis de las células tumorales por parte de los LT citotóxicos CD8+, lo 

cual se asocia con la progresión de la enfermedad (Garrido et al, 2010).  
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Figura 10. MSCs en el microambiente tumoral. Las MSCs favorecen el desarrollo tumoral 
promoviendo la proliferación y metástasis de células cancerosas, estimulando la angiogénesis, 

modulando la respuesta inmune y diferenciándose hacia fibroblastos asociados al cáncer (CAFs) 
(modificado de Droujinine et al, 2013). 

 
Se ha demostrado que las MSCs son elementos constitutivos del microambiente 

tumoral y debido a sus propiedades inmunosupresoras, se ha evidenciado que favorecen el 

desarrollo de tumores, al participar en los mecanismos de evasión de la respuesta inmune 

por las células neoplásicas (Djouad et al 2003; Spaeth et al, 2008). Las MSCs se han 

detectado en tumores, tales como: carcinoma ovárico (McLean et al, 2011), tumores de 

células gigantes de hueso (Wulling et al, 2003), neuroblastoma (Johann et al, 2010), 

osteosarcomas (Gibbs et al, 2005), lipomas (Lin et al, 2007) y cáncer gástrico (Cao et al, 

2009).    

 

Las MSCs ejercen un papel pro-maligno en distintos canceres de tipo epitelial como 

cáncer de mama (Karnoub et al, 2007; Muehlberg et al, 2009), colón (Djouad et al, 2003; 

Shinagawa et al, 2010), pulmón (Yu et al, 2008; Suzuki et al, 2011), entre otros.  

Recientemente, se ha encontrado que las MSCs promueven la progresión de ciertos 

cánceres mesenquimales como osteosarcomas, los cuales se cree se originan de una 

transformación neoplásica de los linajes mesenquimales (Tsukamoto et al, 2012). 

Los principales mecanismos (Fig.10) mediante los cuales las MSCs contribuyen al 

desarrollo del tumor son:  
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1. Acción directa en las células cancerosas a través de la secreción de 

moléculas cuya acción parácrina influencia el fenotipo de las células 

tumorales.  

2. Las propiedades inmunosupresoras de las MSCs alteran la composición 

local de células inmunes y afectan las reacciones inmunes montadas 

contra las células malignas, propiciando un ambiente inmunoprivilegiado 

para las células neoplásicas.   

3. Las MSCs influencian la vascularización del tumor, exacerbando la 

angiogénesis tumoral. 

4. Las MSCs asociadas al tumor actúan como células progenitoras 

diferenciándose en el microambiente tumoral y además son una fuente 

local de otras células tumorales estromales, como los fibroblastos 

asociados al tumor (CAFs). 

Las MSCs producen diversas quimiocinas, citocinas y factores de crecimiento que 

actúan de forma parácrina en sus respectivos receptores de superficie en las células 

cancerosas regulando el crecimiento y/o progresión del tumor. Quimiocinas derivadas de 

MSCs como CXCL1, CXCL2 o CXCL12/SDF-1 fomentan la proliferación de células 

cancerosas vía los receptores CXCR2 y CXCR4 en estas últimas (Rodhes et al, 2010; 

Halpern et al, 2011). Además, citocinas como IL-6 o IL-8 secretadas por las MSCs 

potencian la malignidad de cánceres como el mamario y el colorectal (Liu et al, 2011).  

Algunos factores de crecimiento derivados de MSCs como EGF actúan en sus receptores de 

superficie en las células tumorales potenciando la tumorogénesis (Yan et al, 2012).     

Las MSCs pueden promover neoangiogénesis tumoral mediante la 

secreción/producción de factores angiogénicos como VEGF-A, angiopoyetinas, EGF, 

factor de crecimiento de keratinocitos (KGF), factor de crecimiento tipo insulina (IGF) y 

galectina (Chen et al, 2008; Burns et al, 2011) además de estar involucradas en el 

reclutamiento de células endoteliales y la promoción de la maduración de vasos sanguíneos 

recién formados (Suzuki et al, 2011; Oskowitz et al, 2011). También se ha demostrado que 

las MSCs son capaces de diferenciarse hacia células de tipo endotelial y comparten 

marcadores con pericitos, modulando de esta forma la vascularización del tumor (Oswald et 

al, 2004; Silva et al, 2005). En contraste, recientemente se ha reportado que las células 
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vasculares endoteliales se pueden convertir en células con características y propiedades 

mesenquimales (Medici et al, 2010), lo que sugiere que las transformaciones endotelial-

mesenquimal son posibles en el contexto de la tumorogénesis. 

La comunicación entre células tumorales y MSCs no sólo afecta a las primeras, sino 

que el microambiente tumoral es capaz de afectar también a las células mesenquimales, 

tanto en sus propiedades como en su capacidad de diferenciación. De hecho, se ha 

presentado evidencia de que las MSCs se transdiferencian en el tumor para dar origen a 

CAFs (Cho et al, 2012; Spaeth et al, 2009), los cuales han sido implicadas en diversos 

procesos pro-tumorales, como potenciación de la angiogénesis y el fomento de la 

remodelación de la matriz extracelular para facilitar la invasión tumoral (Cirri y Chiarugi, 

2012). Sin embargo, todavía no se han dilucidado los mecanismos mediante los cuales las 

MSCs se diferencian en CAFs. 

 

4. MSC en Cérvix. 

Nuestro grupo de investigación ha demostrado la presencia de MSCs en Cérvix Normal 

(CeN) y cáncer de cérvix (CaCe) (Montesinos et al, 2013). Se observó que estás células 

presentan un patrón de marcadores de membrana similar a aquellas MSCs provenientes de 

MO (CD73+, CD90+ y CD105+), sin embargo presentaban una capacidad de diferenciación 

distinta, ya que tanto las MSCs de CeN como aquellas de CaCe fueron capaces de 

diferenciarse hacia los linajes osteogénico y condrogénico, pero en el caso de la 

diferenciación adipogénica estas células, no presentaron una morfología adipocítica común, 

sino células fibroblastoides con gotas positivas para rojo oleoso en el citoplasma. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figura 11. MSCs en cáncer de cérvix. Las MSCs forman parte del microambiente tumoral del 
cáncer de cérvix (Montesinos et al, 2013) 
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Previamente se ha evidenciado la presencia de mecanismos inmunológicos mediante 

los cuales las células tumorales evaden la actividad citotóxica de los LT, en la cual, está 

involucrada la expresión de MHC I (Mora-García et al, 2006), por lo que es posible que las 

MSCs detectadas en las muestras de CaCe participen en tal mecanismo. Por esta razón, se 

analizó el efecto de las MSCs en la expresión de moléculas MHC I en líneas celulares de 

CaCe y se observó, que en co-cultivos en los que no hay contacto celular entre las MSCs 

derivadas tanto de CaCe como de MO y las células de líneas tumorales de CaCe se induce 

una disminución en la expresión de moléculas MHC I en diferentes líneas celulares de 

CaCe. Este efecto es dependiente de la presencia de MSCs, ya que al removerlas del 

cultivo, las células tumorales recuperaron la expresión basal de MHC I en las primeras 24 

horas, lo que sugiere que los factores solubles producidos en co-cultivos de MSCs y CaCe 

son los responsables de este efecto. Esta observación se confirmó cuando el medio 

condicionado obtenido de estos co-cultivos produjo una disminución significativa en la 

expresión de moléculas MHC I en células de la línea tumoral CaSki.  

 

 Se ha reportado que moléculas producidas por MSCs inducen una reducción en la 

expresión de moléculas MHC I en APCs, lo que las aleja del fenotipo pro-inflamatorio 

(TNFα, IL-12) a un fenotipo anti-inflamatorio (producción de IL-10; Jiang et al, 2005; 

Beyth et al, 2005; Nauta et al, 2006). Esto demuestra que tanto las células de cáncer, como 

las MSCs producen IL-10 (Todaro et al, 2006; Beyth et al, 2005) y que ésta disminuye la 

expresión de moléculas MHC I protegiendo a las células tumorales de LT citotóxicos 

(Matsuda et al, 1994). Con esto en consideración, se evaluó la presencia de IL-10 en el 

medio condicionado de co-cultivos de MSCs y CaSki, en los cuales se observó un aumento 

en la producción de IL-10 en el medio proveniente de los co-cultivos realizados con MSCs 

provenientes de CaCe con respecto a aquellos provenientes tanto de MO como de CeN. 

También se analizó la producción de citocinas tanto en MSCs como en células CaSki por 

separado y se observó que la producción en co-cultivo es mayor que la suma de la cantidad 

producida por ambos tipos celulares por separado. La adición de anticuerpos neutralizantes 

anti-IL10 o de rhIL-10 a los co-cultivos de MSC de CaCe y las células de la línea tumoral 

inhibió significativamente el efecto de IL-10 en la expresión de moléculas MHCI en células 

CaSki.   
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Figura 12. MSCs de cáncer de cérvix disminuyen la expresión de MHCI. La IL-10 
producida por los co-cultivos in vitro de MSCs de cáncer de cérvix (CaCe) y una línea de cáncer de 
cérvix (CaSki) disminuye el reconocimiento de la célula tumoral por parte de los linfocitos T CD8 

(Montesinos et al, 2013). 
 
Además, se observó que las células CaSki previamente co-cultivadas con MSCs 

provenientes tanto de MO como de CaCe y en presencia de rhIL-10 fueron pobremente 

reconocidas por LT citotóxicos y la adición de anticuerpos neutralizantes anti-IL-10 en 

estos cultivos provocó la recuperación del reconocimiento de células CaSki por parte de los 

LT citotóxicos. No se observaron cambios en aquellos co-cultivos con MSCs provenientes 

de CeN lo que sugiere distintas capacidades funcionales entre las MSCs provenientes de 

CeN y las de MO y CaCe, lo cual puede relacionarse con la concentración mas baja de IL-

10 en las primeras (Montesinos et al, 2013).  

Todo lo anterior indica que la IL-10 tiene un papel crucial en la regulación mediada 

por MSCs de la expresión de moléculas MHC I en células cancerosas y este mecanismo 

parece ser clave en la protección que las MSCs ejercen sobre las células tumorales. De 

hecho, la mayor expresión de IL-10 en tejido cervical se correlaciona con lesiones de mas 

alto grado (Clerici et al, 1997), así, la presencia de MSCs en el microambiente tumoral 

puede contribuir al incremento en la producción de IL-10 y de esta manera disminuir la 

expresión de moléculas MHC I en células tumorales. Sin embargo, no sabemos si las MSCs 

de CaCe, además de influir sobre la actividad citotóxica de LT, también son capaces de 

modificar la respuesta proliferativa y de activación de LT y que moléculas de membrana y 

citocinas participan en estos mecanismos biológicos. Además se observó que las MSCs 

provenientes de CaCe son negativas para VPH.   

 

 

  

 

����	����	 	�����		����	
��	��	
�	�������	�	�����	

������	����	��	
��������	���	�����	

�		���	�	

��	����������	��������	��	
	�������������	�	������	

����	��	

�����	



� ���

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

El CaCe es un problema de salud pública, dado que es la segunda causa de muerte 

por padecimientos oncológicos en mujeres, tanto a nivel mundial, como en México (Parkin 

et al, 1999; Boyle y Levi, 2008; INEGI, 2008). El carcinoma epidermoide y el 

adenocarcinoma son los más frecuentes en la población de nuestro país con una frecuencia 

de aproximadamente el 80% y el 15%, respectivamente. El principal agente inductor de 

este tipo de cáncer es la infección por virus del papiloma humano, sin embargo en los 

últimos años se ha demostrado la colaboración del microambiente tumoral en el 

crecimiento de las células malignas infectadas. Nuestro grupo de investigación ha 

demostrado que las MSCs son parte de las células que constituyen el microambiente 

tumoral en CaCe y que participan favoreciendo el crecimiento de las células malignas, 

mediante la disminución de la actividad citotóxica de LT sobre estas células (Montesinos et 

al, 2013). De igual manera estudios realizados en nuestro laboratorio demuestran que las 

MSCs provenientes de MO son capaces de inhibir la proliferación de LT CD3+ activados 

(Castro-Manrreza et al., 2014).  

Hoy en día, no sabemos si las MSCs pueden afectar de manera directa a los LT en 

su capacidad de proliferación y activación y cuáles son las moléculas inmunosupresoras de 

membrana y secretadas que participan en dichos mecanismos. El presente estudio tiene 

como objetivo analizar el efecto de las MSCs tumorales sobre la proliferación y activación 

de LT y evaluar la expresión y producción de moléculas inmunosupresoras en los co-

cultivos de LT y MSCs. Pretendemos determinar si las MSCs de CaCe presentan capacidad 

de inmunosupresión sobre los LT y con ello profundizar en el conocimiento de los 

mecanismos que pudieran participar en la evasión de la respuesta inmune por parte de las 

células tumorales de CaCe epidermoide y adenocarcinoma. 
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HIPOTESIS 

Las MSCs de CaCe tendrán la capacidad de disminuir la proliferación y activación de LT y 

favorecerán la producción de moléculas inmunosupresoras de membrana y secretadas en 

los co-cultivos con LT activados. 

 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la capacidad inmunosupresora de MSCs provenientes de CaCe sobre LT.  

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1) Obtener y caracterizar MSCs de CeN, Epi y Aden. 

2) Evaluar el efecto de las MSCs provenientes de CeN, Epi y Aden sobre la 

proliferación de LT. 

3) Evaluar el efecto de las MSCs de CeN y CaCe sobre la expresión de moléculas 

propias de la activación de LT. 

4) Determinar la presencia de moléculas involucradas en la capacidad de 

inmunosupresión de las MSCs (INFγ, IL-10 y PGE2) secretadas en los co-cultivos 

de MSCs y LT activados. 

5) Determinar la expresión de moléculas inmunosupresoras membranales en MSCs 

(PD-L1) y en LT (CTLA-4) en los co-cultivos de MSCs y LT activados. 
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METODOLOGÍA 

Obtención de MSCs de médula ósea. Se descongelaron MSCs obtenidas previamente de 

muestras de médula ósea (MO). Brevemente, se obtuvieron muestras de 5 ml de MO de 

donadores sanos, de las cuales se obtuvieron células mononucleares (CMN) mediante un 

gradiente de densidad y fueron resuspendidas y sembradas en Medio Eagle Modificado por 

Dulbeco bajo en glucosa (DMEM-LG, por sus siglas en inglés; Gibco, California, USA), 

suplementado con 10% de SFB (Gibco), 100 U/ml de penicilina, 100 μg/ml de 

estreptomicina y 2 mM de L-glutamina y las células se sembraron en una botella de 25 cm2  

y posteriormente mediante adherencia a la caja de cultivo se obtuvieron MSCs. Para los 

diversos ensayos se usaron poblaciones obtenidas de la 3era resiembra. 

 

Obtención de las MSCs de CeN, Epi y Aden. Las muestras de CeN se obtuvieron de 

donadoras sanas que fueron sometidas a histerectomía. Las muestras de pacientes de Epi y 

Aden fueron obtenidas de pacientes en estadios  IIB, IIIA y IIIB.  Se enviaron biopsias al 

Departamento de Patología para su diagnóstico. Las pacientes fueron incluidas en el estudio 

mediante los siguientes criterios: 

Criterios de inclusión: 

- Pacientes mayores de 18 años o más que acepten participar en el estudio 

previa firma de consentimiento informado (Protocolo 1411). 

- Diagnóstico de cáncer de cérvix con su posterior confirmación diagnóstica 

(biopsia). 

- Etapa clínica del cáncer de cérvix etapa IIB, IIIA y IIIB. 

- Pacientes sin tratamiento previo que inicien tratamiento para CaCe dentro 

de las instalaciones del IMSS. 

Criterios de exclusión: 

- Pacientes que se atiendan a nivel particular posterior a su diagnóstico. 

- Pacientes con neoplasias previas. 

- Pacientes con  otras neoplasias simultáneas. 

- Pacientes embarazadas o lactando. 

- Infecciones concurrentes que afecten el estado de inmunidad de la paciente 

(HIV). 
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- Pacientes con enfermedades autoinmunes.   

Para obtener las MSCs de CeN, Epi y Aden se tomó una muestra de 

aproximadamente 0.5 cm de diámetro del  cuello uterino y se colocó en una caja petri 

donde se lavó con solución salina para quitar el exceso de sangre.  Se pasó a otra caja en 

donde se cortó en trozos pequeños de aproximadamente 1 mm. Los trozos se  colocaron en 

un matraz Erlenmeyer y se agregó una solución de 0.5% tripsina-0.2% EDTA (Gibco, 

BRL) hasta cubrir el tejido. Se cubrió el matraz con una gasa estéril y se incubó a 37°C 

durante 20 minutos en agitación constante para realizar una disgregación enzimática y 

mecánica al mismo tiempo.  Se hizo pasar el disgregado por una malla de nylon, se colectó 

la suspensión celular y se centrifugó durante 6 min. a 1200 rpm.  Se resuspendió el botón 

celular en DMEM-LG, suplementado con 10% de SFB, (Gibco), 100 U/ml de penicilina, 

100 μg/ml de estreptomicina y 2 mM de L-glutamina y se realizó un conteo celular con azul 

de tripano. Las células se sembraron en una botella de 25 cm2.  Se cultivaron a una 

densidad de siembra de 1x106 cel/cm2 en medio específico para MSCs  antes mencionado. 

Se realizaron resiembras de los cultivos confluentes. Para los diversos ensayos se utilizaron 

las poblaciones de MSCs obtenidas en la 3era resiembra.   

 

Resiembra y criopreservación de MSCs de MO, CeN, Epi y Aden. Los cultivos de 

MO, CeN, Epi y Aden se mantuvieron hasta alcanzar el 80-90% de confluencia. Una vez 

alcanzada esta confluencia, las células fueron colectadas usando una solución de 0.05% 

tripsina-0.02% EDTA (Gibco) durante 5 minutos a 37ºC, se lavaron con solución salina al 

10% SFB para inactivar la tripsina y fueron centrifugadas por 6 minutos a 1200 rpm. El 

botón celular fue resuspendido en medio específico para MSCs, una parte de la suspensión 

fue usada para realizar la resiembra y expansión celular y el resto se congeló en medio de 

congelación DMEM-LG 50% SFB adicionado con 10% de dimetilsulfóxido (Sigma), a una 

concentración de 1-2x106 cel/ml de medio de congelación y se almacenaron en nitrógeno 

líquido. Se realizaron resiembras de los cultivos confluentes y se congelaron células de las 

resiembras 1, 2 y 3. Las MSCs obtenidas de la 3era resiembra fueron empleadas para 

realizar la caracterización biológica de inmunofenotipo y capacidad de diferenciación 

además del análisis de capacidad de inmunosupresión.      
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Inmunofenotipo de las MSCs. Para determinar el inmunofenotipo de las MSCs obtenidas, 

se analizó la expresión de algunos antígenos de superficie mediante citometría de flujo en 

un equipo Coulter Epics Altra Flow Cytometer (Beckman Coulter,  Brea, CA). Se 

incubaron 2 X105 células en 50µl de PBS al 2% de SFB durante 30 minutos a 4ºC y en 

oscuridad. Se incluyeron los controles incubando a las células con el correspondiente 

isotipo de acuerdo al anticuerpo primario IgG2a-PE (Caltag Laboratories), IgG1-FITC 

(Caltag Laboratories). Las células marcadas se analizaron contando un mínimo de 10,000 

eventos en el citómetro. Se analizaron los antígenos CD105, CD73, CD90, HLA-ABC, 

CD29, CD14, CD31, CD34, CD45 y HLA-DR (Becton Dickinson, Biosciences; San Jose, 

CA, USA).   

 

Capacidad de diferenciación osteogénica, adipogénica y condrogénica. Para inducir la 

diferenciación osteogénica, se usaron células mesenquimales de la 3era resiembra las cuales 

se cultivaron en medio osteogénico (Stem Cell Technologies, Vancouver, Canadá) y en 

cámaras con base desmontable para ser usadas como laminilla (Lab-Tek II Chamber Slide 

System, Nalgueen Nunc Inter) durante 4 semanas y con cambios de medio 3 veces por 

semana. Para comprobar la diferenciación osteogénica se evaluó la actividad de fosfatasa 

alcalina para lo cual se realizó un lavado con 1ml de agua desionizada y posteriormente se 

agregó 1ml de metanol previamente enfriado a -20ºC. Se realizó otro lavado con agua 

desionizada y se agregaron 700 μL de SIGMA FAST BCIP/NBT (Sigma, St Louis MO, 

USA) y se incubó durante 10 min en total oscuridad. Posteriormente, se realizaron dos 

lavados con agua desionizada. Para montar la laminilla se agregaron 3 gotas de solución 

acuosa para montar. 

Para inducir la diferenciación condrogénica se usaron células de la 3era resiembra, las 

cuales se colocaron en un tubo de polipropileno de 15 ml y se centrifugaron a 1,000 rpm 

por 5 min para obtener un botón celular (del cual se formó la micromasa en presencia de 

TGF- β1, que induce la síntesis de fibras de fibronectina y otros proteoglicanos presentes en 

la matriz extracelular). Se agregó medio condrogénico comercial (Cambrex Bio Science 

Walkersville, Inc, Maryland USA) suplementado con 10 ng/ml de TGF-β (Cambrex) y se 

cultivó durante 4 semanas. Se realizaron cambios de medio 3 veces por semana. Para 

evaluar la diferenciación condrogénica se fijaron las micromasas en formaldehído al 4% y 
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posteriormente se deshidrataron en diluciones seriales de etanol y se incluyeron en bloques 

de parafina.  Los bloques se cortaron en listón y se realizó una tinción inmunohistoquimica 

para detectar la presencia de colágena tipo II. 

Para inducir la diferenciación adipogénica se usaron también células de la 3era 

resiembra, las cuales se cultivaron en medio adipogénico (Stem Cell Technologies, 

Vancouver, Canadá) durante 3 semanas. Se realizaron cambios de medio 3 veces por 

semana.  Para evaluar la diferenciación adipogénica, se incubó la caja durante 10 minutos 

con PBS y la capa celular se fijó con formalina buffer al 10% durante 1 hora. Se adicionó 

isopropanol al 60% durante 5 min, y posteriormente se agregó Rojo Oleoso durante 20 min.  

Se lavó con agua destilada y se contrastó con hematoxilina de Harris  por 1 min. Las 

laminillas se montaron con propilenglicol, se dejaron  secar y se observaron bajo el 

microscopio.  

 

Obtención de CMNs. Se tomaron muestras de aproximadamente 30 ml de sangre periférica 

de donadores sanos y se obtuvieron las células mononucleares mediante un gradiente de 

densidad. Las CMNs se sembraron en medio RPMI suplementado (RPMI 1640, 10% SFB, 

2 mM L-glu, 100 U/ml penicilina, 100 μg/ml estreptomicina y 100 μg/ml gentamicina) por 

24 horas.  

  

Obtención de Linfocitos T CD3+. Se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica 

(CMSP) de donadores sanos mediante un gradiente de densidad. Los LT CD3+ se 

obtuvieron por separación con microperlas y columnas MACS MS (Miltenyi Biotec, 

Bergish Gladbach, Germany) de CD3 humano. La pureza de las CD3+ obtenidas se analizó 

mediante citometría de flujo y solo se utilizaron las suspensiones con una pureza mayor al 

97%. Las CD3+ se sembraron en medio RPMI suplementado (RPMI 1640, 10% SFB, 2 

mM L-glu, 100 U/ml penicilina, 100 μg/ml estreptomicina y 100 μg/ml gentamicina) por 

24 horas.  

 

Estimulación de Linfocitos T CD3+. Los LT CD3+ cultivados se activaron en medio de co-

cultivo (DMEM LG 10% SFB/RPMI 10% SFB) con perlas Dynabeads CD3/CD28 T cell 

expander (Invitrogene, California, USA) en proporción 1:1 (25 µl de dynabeads/1x106 LT).  
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Las células fueron marcadas con éster succinimidil diacetato carboxifluoresceína (CFSE) al 

momento de ser sembradas, y se analizaron mediante citometría de flujo para determinar la 

proliferación.  

 

Co-cultivo de MSCs/LT CD3+. Se realizaron co-cultivos de MSCs/LT CD3+ en contacto 

celular (en una proporción 1/1). Los co-cultivos  se realizaron en placas de 24 pozos. Los 

LT CD3+ se sembraron y fueron activados como se describió anteriormente y en ausencia o 

presencia de 1.5x105 MSCs de MO, CeN y CaCe. Como control positivo se sembraron LT 

CD3+ activadas sin MSCs para medir la proliferación, secreción y expresión membranal de 

moléculas involucradas en inmunosupresión. También se sembraron MSCs en ausencia de 

CD3+ para el control basal de expresión de moléculas de superficie y secretadas. Los 

cultivos se mantuvieron durante 3-4 días para permitir las evaluaciones de proliferación y 

producción de moléculas mediante citometría de flujo. 

 

Ensayos de proliferación. Los linfocitos CD3+ de todas las condiciones de cultivo antes 

mencionadas se marcaron con 1µl/ml de 5,6 CFSE 2.5 µM al momento de ser sembrados.  

Se analizó la proliferación de linfocitos CD3+, CD4+ y CD8+.  LT CD3+ activados en 

ausencia de MSCs se usaron como control positivo y se ajustaron como una proliferación 

del 100%.  Los niveles de proliferación observados en los co-cultivos se normalizaron a 

este control.  

 

Co-cultivo de MSCs/CMNs. Se realizaron co-cultivos de MSCs/CMNs en proporción 1:2 

tanto en contacto celular como en ausencia de este.  Los co-cultivos con contacto celular se 

realizaron en placas de 24 pozos. Las CMNs se activaron con 5 µg/ml de 

fitohematoglutinina  (PHA por sus siglas en inglés) en ausencia o presencia de 1x105 MSCs 

de MO, CeN, Epi y Aden.  Los cultivos sin contacto celular se realizaron en cámaras 

transwell.  Las MSCs de MO, CeN, Epi y Aden (1x105) se colocaron en la cámara inferior 

y las CMNs se  colocaron en la cámara superior; las cámaras estaban separadas por una 

membrana semipermeable con un poro de 0.4 mm. Como control positivo se sembraron 

CMNs activadas sin MSCs para medir la proliferación y producción de moléculas 

relacionadas con inmunosupresión. También se sembraron MSCs en ausencia de CMNs 
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para el control basal de producción de moléculas.  Los cultivos se mantuvieron durante 2-7 

días y se evaluaron mediante citometría de flujo. 

 

Ensayos de proliferación. Los CMNs de todas las condiciones de cultivo antes 

mencionadas se marcaron con 1µl/ml de CFSE 5 µM al momento de ser sembrados. Se 

analizó la proliferación de linfocitos CD3+, CD4+ y CD8+. CMNs activadas en ausencia de 

MSCs fueron usadas como control positivo y se ajustaron como una proliferación del 

100%. Los niveles de proliferación observados en los co-cultivos se normalizaron a este 

control.  

 

Análisis cuantitativo de moléculas secretadas. Se obtuvieron sobrenadantes de 

todas las condiciones de cultivo, incluyendo aquellos con CMNs no activadas, MSCs en 

ausencia de CMNs (controles negativos) y CMNs activadas en ausencia de MSCs (control 

positivo).  Los sobrenadantes se almacenaron a -70ºC hasta que se analizaron con 

cytometric bead array (CBA, BD Biosciences, San Jose, CA, USA), de acuerdo a las 

instrucciones del proveedor. Se mezclaron 10 µl de perlas de captura que reconocen cada 

una de las citocinas  (IFN-γ, TNF-α, IL-10 e IL-4), esta mezcla se incubó durante 30 

minutos a temperatura ambiente protegidos de la luz. Mientras tanto, se preparó la curva de 

estandarización mediante la preparación de diluciones seriales de cada una de las moléculas 

secretadas (0-500 pg/ml). Posteriormente se mezclaron 50 µl de cada sobrenadante o de 

cada uno de los puntos de la curva estándar se mezclaron con 50 µl de las perlas de captura, 

se incubó esta mezcla durante 3 horas a temperatura ambiente, protegidos de la luz. 

Después se realizó un lavado con 1 ml de buffer de lavado y el botón fue resuspendido en 

300 µl del mismo buffer. Las muestras fueron analizadas en el citómetro de flujo 

inmediatamente. 

La concentración de PGE2 se evaluó mediante ensayos ELISA con un kit ELISA 

Prostaglandina E2 Humana (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del proveedor. El 

sobrenadante de MSCs cultivadas en ausencia de CMNs activadas se usó como control. Se 

preparó una curva estándar de PGE2 mediante diluciones seriales de 0.03 a 4.0 ng/ml, 

posteriormente se agregaron 100 µl de las muestras problema o de cada uno de los puntos 

de la curva en los pozos de la microplaca, cada muestra se cuantificó por duplicado. En 
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cada uno de los pozos, previamente cubiertos con un anticuerpo policlonal anti-ratón de 

cabra, se agregaron 50 µl de PGE2 marcada con fosfatasa alcalina y 50 µl anti-PGE2 

monoclonal de ratón, excepto en los pozos correspondientes al blanco. La placa se incubó 

durante 2 horas a temperatura ambiente con agitación, posteriormente los pozos se lavaron 

para eliminar aquello que no se adhirió. Después se adicionó el sustrato de fosfatasa 

alcalina (pNPP, del inglés para-nitrophenyl phosphate) y la placa se incubó durante 1 hora. 

Para finalizar se leyó la placa en un lector de ELISA (DYNATEC MR5000) a 412 nm. 

 

Análisis por citometría de flujo: Se usaron anticuerpos conjugados con FITC, PE o APC 

contra CD3, CD4, CD8, CD25, CD69, CTLA-4, (BD Biosciences) CFSE y sus respectivos 

controles de isotipo para caracterizar Linfocitos T y también anti-PD-L1 (BD Biosciences) 

conjugado con PE para MSCs.  Un total de 1-2x105 células, previamente bloqueadas con 

bloqueador del receptor Fc (Blocking Reagent Human; Miltenyi Biotec Blocking Reagent 

Human; Miltenyi Biotec) se resuspendieron en 100 µl de PBS-EDTA 1 mM al 3% de SFB 

y se incubaron con el anticuerpo apropiado durante 20-30 minutos, posteriormente se 

lavaron con 1 ml de PBS-EDTA 1mM al 3% de SFB y fijados con solución de fijación 

FACS (BD Biosciences).  El Cytofix/Cytoperm buffer (BD Pharmingen) se usó de acuerdo 

a las instrucciones del fabricante para detectar la presencia de CTLA-4 intracelular. Las 

células marcadas se analizaron en un FACS Canto II Flow Cytometer (Becton Dickinson, 

Biosciences), donde se colectaron al menos 10,000 eventos por muestra. Los datos se 

analizaron con FlowJo 7.6 software.  

 

Análisis de la intensidad media de fluorescencia. Se obtuvieron los valores de intensidad 

media de fluorescencia mediante el software de análisis de citometría de flujo y se 

normalizaron los valores tomando el control de cada experimento como 1.  

 
Análisis estadístico. El análisis estadístico fue realizado con el programa SPSS 20.0. La 

comparación entre los grupos fue realizada con la prueba de Kruskal-Wallis seguido por el 

Mann-Whitney U Test. Valores de p<0.05 se consideraron significativos   
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RESULTADOS  

Las células provenientes de CeN, Epi y Aden presentaron morfología, inmunofenotipo 

y capacidad de diferenciación características de MSCs. 

Para establecer que nuestras poblaciones celulares sean de MSCs, se tomó en consideración 

su morfología, inmunofenotipo y capacidad de diferenciación de acuerdo a lo establecido 

por la Sociedad Internacional de Terapia Celular (Dominici et al, 2006). Así, se 

caracterizaron células provenientes de CeN (n=3), Epi (n=5) y Aden (n=4) y se compararon 

con aquellas de MO (n=5). Al igual que las células de MO, las células provenientes de 

todas las fuentes de cérvix crecieron de forma adherente y presentaron morfología 

fibroblastoide (Fig. 13A). Estas células también fueron positivas para los marcadores de 

superficie característicos de MSCs (CD73, CD90 y CD105; Tabla 1, Fig 13B). Además 

fueron negativas para la expresión de marcadores hematopoyéticos (CD34, CD45 y CD14), 

endoteliales (CD31) y HLA-DR (Tabla 1).  
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Tabla 1. Las MSCs de CeN, Epi y Aden presentan un inmunofenotipo similar al de las MSCs 
de MO.  Los valores se muestran en porcentajes de células positivas ± desviación estándar para los 

distintos marcadores. 
�

Marcador MO 
n=5 

CeN 
n=3 

Epi 
n=5 

Aden 
n=4 

CD105 90 ± 13 89 ± 17 84 ± 9 93 ± 4 

CD90 85 ± 15 99 ± 0.6 96 ± 3 93 ± 7 

CD73 97 ± 3 88 ± 17 86 ± 3 94 ± 5 

HLA-ABC 94 ± 9 51 ± 26 82 ± 1 65 ± 5 

CD13 98 ± 1 98 ± 0.5 90 ± 0.06 97 ± 1 

HLA-DR 3 ± 3 0.4 ± 0.09 0.3 ± 0.4 0.81 ± 0.79 

CD45 1 ± 1 0.09 ± 0.07 0.25 ± 0.24 0.71 ± 0.62 

CD14 2 ± 2 0.02 ± 0.05 0.48 ± 0.29 0.19 ± 0.3 

CD34 0 0.2 ± 0.08 0.38 ± 0.57 0.05 ± 0.09 

CD31 1 ± 1 0.26 ± 0.55 0.28 ± 0.31 0.5 ± 0.3 
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De la misma forma, las células provenientes de CeN, Epi y Aden mostraron 

capacidad de diferenciación hacia los linajes osteogénico (Fig. 13D-F), adipogénico (Fig. 

13H-J) y condrogénico (Fig. 13L-N). Sin embargo, al observar los adipocitos formados por  
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Figura 13. Caracterización de MSCs provenientes de CeN, Epi y Aden. A) Morfología en 
cultivos de MSCs de las distintas fuentes. B) Inmunofenotipo de MSCs, histogramas 
representativos de los marcadores analizados en cada una de las fuentes. C-F) Diferenciación 
osteogénica evidenciada por la reacción de fosfatasa alcalina. G-J) Diferenciación adipogénica, 
indicada por la acumulación de vacuolas lipídicas teñidas con rojo oleoso. K-N) Diferenciación 
condrogénica, indicada por la expresión de colágena II. 
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las MSCs de CeN, Epi y Aden se advirtió que las células de CeN y Aden no perdieron la 

forma fibroblastoide (Fig. 13H y J, respectivamente) y que formaron vacuolas lipídicas 

pequeñas en comparación con aquellos adipocitos provenientes de MSCs de MO (Fig. 

13G). En lo que se refiere a los adipocitos, formados por células de Epi, estos si 

presentaron una morfología característica de adipocitos sin embargo presentaron un menor 

número de vacuolas lipídicas (Fig. 13I) en comparación con aquellos provenientes de MO.  
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Las MSCs de CeN, Epi y Aden no disminuyen la proliferación de linfocitos T CD3+ 

purificados 

Resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio indicaron que las MSCs de MO 

disminuyen la proliferación mediante contacto celular de una población purificada de LT 

CD3+ (Castro-Manrreza et al, 2014). Tomando en cuenta esta capacidad de las MSCs de 

MO, quisimos determinar si aquellas provenientes de CeN, Epi y Aden tienen esta misma 

propiedad biológica sobre la población de linfocitos antes mencionada. Para ello, se obtuvo 

una población purificada de linfocitos  T CD3+ con una pureza ≥ 97%, los cuales se 

activaron con anti-CD3/anti-CD28 en presencia y ausencia de MSCs de CeN, Epi y Aden 

(Fig. 14). La proliferación de LT CD3+ activados en ausencia de MSCs fue considerada 

como el 100% de proliferación (control positivo; Fig. 14A). En los co-cultivos con MSCs 

de MO se observó una disminución en la proliferación de los LT CD3+ (Fig. 14C) en 

comparación con el control positivo (72.82±1.32% y 100%, respectivamente).  Las MSCs 
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Figura 14. Las MSCs de CeN, Epi y Aden no disminuyen la proliferación de linfocitos T 
CD3+ purificados. A) Proliferación de LT CD3+ activados en ausencia de MSCs. B) 
Macropartículas anti-CD3/anti-CD28. C) Monocapa de la fuente sembrada 72 horas antes del 
co-cultivo. D) Co-cultivos de 7 días permitiendo el contacto celular.  
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de CeN, Epi y Aden  no disminuyen la proliferación de los LT CD3+ (103±1.42%; 

97±1.41% y 107.7±6%, respectivamente). Estos resultados sugieren que las MSCs 

provenientes de las fuentes mencionadas no tienen la capacidad de inmunosuprimir a los 

LT CD3+ purificados. 
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Figura 15. Las MSCs de CeN, Epi y Aden no disminuyen la proliferación de linfocitos T 
CD3+. Linfocitos T CD3+ activados con anti-CD3/anti-CD28 en presencia de MSCs de MO, 
CeN, Epi y Aden. Los co-cultivos se realizaron permitiendo el contacto celular. La proliferación 
en ausencia de MSCs se consideró como control positivo (Control; 100% n=2). El porcentaje de 
perdida de CFSE se determinó sobre la región CD3+ al día 4 de cultivo.  A) Histogramas 
representativos de CFSE de un experimento. B) Gráficos de puntos representativos de un 
experimento. C) Media ± SEM del porcentaje de proliferación (n=2 co-cultivos para cada una de 
las fuentes). *Diferencia estadística significativa con P<0.05.  
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Las MSCs de CeN, Epi y Aden no disminuyen la proliferación de Linfocitos T CD3+, 

CD4+ y CD8+ en poblaciones de células mononucleares. 

Estudios previos han descrito la evaluación de la capacidad inmunosupresora de las MSCs 

de MO utilizando poblaciones de CMNs activadas con PHA (LeBlanc et al, 2004; 

Rasmusson et al, 2005), en los cuales se observó una disminución en la proliferación de LT. 

Tomando en cuenta lo anterior y debido a que no se observó disminución de la 

proliferación de LT CD3+ enriquecidos en los experimentos anteriores y con la finalidad de 

evaluar la necesidad de la participación de otras células mononucleares las cuales se han 

visto involucradas en el efecto inmunosupresor de las MSCs, se decidió llevar a cabo los 

siguientes ensayos con una población de CMNs totales obtenidas de sangre periférica de 

donadores sanos y activadas con PHA en presencia o ausencia de MSCs de CeN, Epi y 

Aden (Fig. 16). Se realizaron co-cultivos sin contacto celular CMNs/MSCs (Fig. 16B)  y 

con contacto célula-célula (Fig. 16D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Las MSCs de CeN, Epi y Aden no disminuyen la proliferación de linfocitos T 
CD3+, CD4+ y CD8+. A) CMNs activadas con PHA en ausencia de MSCs. B) CMNs activadas 
con PHA en co-cultivo con MSCs  evitando el contacto celular. C) Monocapa de MSCs de la 
fuente indicada sembrada 72 horas antes del co-cultivo. D) Co-cultivo de 7 días permitiendo el 
contacto celular.  
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La proliferación de las CMNs activadas en ausencia de MSCs fue considerada 

como del 100% (control positivo; Fig. 17B y C). Con la finalidad de comprobar el 

correcto funcionamiento del sistema se realizó un co-cultivo con MSCs de MO y CMNs 

activadas con PHA, en el cual se observó disminución en la proliferación de los LT 

CD3+ en comparación con el control positivo (60±19.7%) (Fig. 17C) el mismo 

comportamiento se observó en las poblaciones CD4+ (49.86±24%) y CD8+ 

(72.96±18.1%) lo cual indica que el experimento funcionó de la forma correcta. Sin 

embargo, las MSCs provenientes de CeN, Epi y Aden no disminuyeron la proliferación 

de LT CD3+ (94.35±6.43%; 95.65±4.6% y 93.2±2.4%, respectivamente; Fig. 17C), CD4+ 

Figura 17. Las MSCs de CeN, Epi y Aden no disminuyen la proliferación de linfocitos T 
presentes en poblaciones de CMNs. CMNs activadas con PHA en presencia de MSCs de MO, 
CeN, Epi y Aden. Los co-cultivos se realizaron permitiendo el contacto celular. (Con contacto, 
barras rojas) o evitando el contacto célula-célula (Sin contacto, barras azules).  La proliferación 
en ausencia de MSCs se consideró como control positivo (Control; 100% n=9). El porcentaje de 
perdida de CFSE se determinó sobre la región CD3+, CD4+ y CD8+ al día 7 de cultivo.  A) 
Histogramas representativos de CFSE de un experimento. B) Gráficos de puntos representativos 
de un experimento. C) Media ± SEM del porcentaje de proliferación (MO n=9; CeN n=7; Epi 
n=9; Aden n=5; co-cultivos con contacto. MO n=6; CeN n=4; Epi n=6; Aden n=3; co-cultivos 
sin contacto). *Diferencia estadística significativa con P<0.05.  
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(96±3.8%; 98.5±3.11% y 98.9±1.5%, respectivamente; Fig. 17C) y CD8+ (96.7±6.3%; 

88±4.1% y 99±2.11%, respectivamente; Fig. 17C) en los co-cultivos sin contacto celular. 

De la misma forma, tampoco se observó disminución de la proliferación de LT CD3+ 

(80.83±15.8%; 100±9.9% y 95.4±2.1%, respectivamente; Fig. 17C), CD4+ (87±15%; 

92.8±16.9% y 95.2±5.9%, respectivamente; Fig. 17C) y CD8+ (99±16.3%; 88±21.2% y 

95±5%, respectivamente; Fig. 17C) en aquellos co-cultivos en los cuales se permitió el 

contacto celular. Estos resultados sugieren que las MSCs  de CeN, Epi y Aden no son 

capaces de disminuir la proliferación de los LT, ya que se observó el mismo 

comportamiento tanto en cultivos con LT CD3+ purificados activados con anti-CD3/anti-

CD28 como con CMNs activadas con PHA. 
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Las MSCs de CeN, Epi y Aden no afectan la expresión de moléculas de activación 

temprana en Linfocitos T.  

La activación de LT con antígenos o mitógenos induce la expresión de marcadores de 

activación tales como CD25, CD69 y CTLA-4 (Wang et al, 2008). En estudios previos se 

observó que la presencia de MSCs de MO reducía la expresión de los marcadores de 

activación temprana CD25 y CD69 (LeBlanc et al, 2004), sin embargo resultados obtenidos 

en nuestro laboratorio muestran que las MSCs de MO no afectan la expresión de CD25, 

CD69 y CTLA-4 (Castro-Manrreza et al, 2014). Para determinar si las MSCs de cérvix 

modifican la expresión de dichas moléculas, se decidió analizar su expresión en LT en los 

co-cultivos con contacto de MSCs de las fuentes estudiadas. Su expresión en LT activados 

en ausencia de MSCs fueron consideradas como control positivo (Control; Fig. 18B). 

Se observó que la expresión de CD25 en LT CD3+ no se ve afectada por la 

presencia de MSCs de MO, CeN, Epi y Aden  (20.4±29.4%; 11.39±3.42%; 9.43±4.3% y 

21.18±10.89%, respectivamente; Fig. 18B) ya que al compararla con el control (9.25±6%) 

no se observaron diferencias significativas (P<0.05) entre los grupos (Fig. 18B). Se observó 

un comportamiento similar al analizar la expresión de CD69 en los LT cultivados con 

MSCs (MO 43.88±16.57%; CeN 23.44±11.49%; Epi 25.52±11.22% y Aden 38.31±6.19%, 

Fig. 18B) dado que al ser comparadas con el control (22.98±14.6%) no se encontraron 

diferencias significativas (p<0.05). En lo que se refiere a la expresión de CTLA-4 (Fig. 

18B) tampoco se encontraron diferencias significativas entre el control (9.72±2.63%; 

P>0.05) y aquellos LT con MSCs provenientes de MO, CeN, Epi y Aden (14.14±4.48%, 

15.6±3.13%; 11.27±2%  y 16.05±6.85%, respectivamente; Fig. 18B).  

En el caso de la población de LT CD4+, la expresión de CD25 no se modificó 

cuando los LT son sembrados con MSCs de MO, CeN, Epi y Aden (30.96±26.55%; 

24.55±9.12%; 20.84±7.35% y 33.4±14.8%, respectivamente; Fig. 19B) ya que cuando estos 

fueron comparados con el control (19.9±9%), no se observaron diferencias significativas 

(P>0.05). Asimismo, al analizar la expresión de CD69 se encontró que aquellos LT 

cultivados con MSCs de las fuentes mencionadas (MO 47.86±15.72%; CeN 30.7±12.26%; 

Epi 33.14±9.8% y Aden 43.7±12.2%, Fig. 19B) no presentaron diferencias significativas 

con el control (28.82±12.8%; P>0.05).  
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Figura 18. Las MSCs de CeN, Epi y Aden no afectan la expresión de moléculas de 
activación en linfocitos T de poblaciones de células mononucleares. CMNs activadas con 
PHA en presencia de MSCs de MO, CeN, Epi y Aden. Los co-cultivos se realizaron permitiendo 
el contacto celular. La expresión de las moléculas en linfocitos T activados en ausencia de MSCs 
se consideró como control positivo (Control). El porcentaje de expresión de los marcadores se 
determinó sobre la población de linfocitos T a las 48 h de cultivo.  A) Histogramas 
representativos de la expresión de CD25, CD69 y CTLA-4 de un experimento. B) Media ± SEM 
del porcentaje de expresión (MO n=9; CeN n=7; Epi n=9; Aden n=5).  
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Figura 19. Las MSCs de CeN, Epi y Aden no afectan la expresión de moléculas de 
activación en linfocitos T CD4+. CMNs activadas con PHA en presencia de MSCs de MO, 
CeN, Epi y Aden. Los co-cultivos se realizaron permitiendo el contacto celular. La expresión de 
las moléculas en linfocitos T CD4+ activados en ausencia de MSCs se consideró como control 
positivo (Control). El porcentaje de expresión de los marcadores se determinó sobre la población 
de linfocitos T a las 48 h de cultivo.  A) Histogramas representativos de la expresión de CD25, 
CD69 y CTLA-4 de un experimento. B) Media ± SEM del porcentaje de expresión (MO n=9; 
CeN n=7; Epi n=9; Aden n=5).  
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Figura 20. Las MSCs de CeN, Epi y Aden no afectan la expresión de moléculas de activación en 
linfocitos T CD8+. CMNs activadas con PHA en presencia de MSCs de MO, CeN, Epi y Aden. Los co-
cultivos se realizaron permitiendo el contacto celular. La expresión de las moléculas en linfocitos T CD8+ 
activados en ausencia de MSCs se consideró como control positivo (Control). El porcentaje de expresión 
de los marcadores se determinó sobre la población de linfocitos T a las 48 h de cultivo.  A) Histogramas 
representativos de la expresión de CD25, CD69 y CTLA-4 de un experimento. B) Media ± SEM del 
porcentaje de expresión (MO n=9; CeN n=7; Epi n=9; Aden n=5).  
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En cuanto a la expresión de CTLA-4 (Fig. 19B) se observó un comportamiento similar, no 

se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en los cultivos con MSCs de las fuentes 

estudiadas (MO 24.05±9.17%; CeN 25.6±7.57%; Epi 20.75±5.79% y Aden 26.6±9.2%; 

Fig. 19B) en comparación con el control (16±5%).  

Para los linfocitos CD8+ (Fig. 20), no se observó cambio en la expresión de CD25, 

ya que al comparar los LT de los cultivos con MSCs de las cuatro fuentes estudiadas (MO 

10.71±6.2%; CeN 10.7±7.4%; Epi 11.9±6.6% y Aden 9.9±7%; Fig. 20B) no se observaron 

diferencias significativas (P>0.05) cuando fueron comparadas con el control (6.88±2.7%). 

En lo que se refiere a la expresión de CD69 los linfocitos cultivados en presencia de MSCs 

de MO, CeN, Epi y Aden (37±15%; 23.5±14.2%; 24.9±12.3% y 42.9±20%, 

respectivamente; Fig. 20B) no presentaron diferencias significativas cuando fueron 

comparados con el control (25.9±19.8%; P>0.05). De la misma forma tampoco se 

observaron diferencias significativas en la expresión de CTLA-4 al comparar los cultivos 

con MSCs de las cuatro fuentes antes mencionadas (MO 14.44±5%; CeN 17.85±3%; Epi 

12.64±4.73% y Aden 14±7.49%; Fig. 20B) con el control (8.6±3.62%; P>0.05). 

Estos resultados sugieren que las MSCs provenientes de CeN, Epi y Aden no 

modifican la expresión de moléculas de activación temprana CD25, CD69 y CTLA-4 en LT 

CD3+, CD4+ y CD8+. 
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Moléculas inmunoreguladoras secretadas en los co-cultivos de células mononucleares 

y  MSCs de CeN, Epi y Aden. 

Previamente se ha demostrado la importancia del IFNγ en la inducción de las propiedades 

inmunosupresoras de las MSCs, tanto en ausencia como en presencia de otras citocinas pro-

inflamatorias (Mourez et al, 2007; Sheng et al, 2008). De igual forma resultados obtenidos 

en nuestro laboratorio mostraron que los sobrenadantes provenientes de los co-cultivos de 

LT CD3+ activados y MSCs de MO en contacto celular tienen una mayor concentración de 

IFNγ, en comparación con los cultivos en ausencia de MSCs (Castro-Manrreza et al, 2014). 

           Debido a que las MSCs de las fuentes analizadas no mostraron capacidad para 

disminuir la proliferación de LT en un sistema de co-cultivo in vitro, esto podría 

relacionarse con una baja concentración de citocinas presentes en el cultivo. De esta forma 

se evaluó la presencia de citocinas que participan en la respuesta inmunoreguladora de las 

MSCs. Se determinó la concentración de IFNγ, TNFα, IL-10 e IL-4 en los co-cultivos en 

los cuales se permitió el contacto celular (Fig. 21). La concentración de citocinas presentes 

en el medio condicionado de las CMNs activadas en ausencia de MSCs fue considerada 

como control positivo (Control).  Se detectó una menor expresión de IFNγ en co-cultivos 

con MSCs de las cuatro fuentes en comparación con el control, sin embargo esta diferencia 

resultó no ser significativa (Control 3475.37±2682.52 pg/ml; MO 886.13±1133.42 pg/ml; 

CeN 1285.21±1944.7 pg/ml; Epi 1651.41±2061.94; Aden 2128.18±1744.65 pg/ml; Fig. 

21), un comportamiento similar se observó en el caso de IL-10 (Control 63.68±26.9 pg/ml; 

MO 68.75±21.71 pg/ml; CeN 51.5±16.27 pg/ml; Epi 68.58±18.25 pg/ml; Aden 

55.27±16.29 pg/ml; Fig. 21). En el caso de la expresión de TNFα solo se observó una 

disminución significativa en la secreción de esta citocina en los sobrenadantes de los co-

cultivos en presencia de MSCs de MO y CeN con respecto al control (83.79±12.94 pg/ml; 

69.29±12.63 pg/ml y 109.17±29.2 pg/ml, respectivamente; Fig. 21).  Respecto a la 

concentración de IL-4 se encontró una disminución en la concentración de esta citocina en 

los co-cultivos con MSCs de MO, CeN, y Epi con respecto al control (46.41±7.71 pg/ml; 

35.53±6.46 pg/ml; 56.06±17.51 pg/ml y 186.16±126.01 pg/ml, respectivamente; Fig. 21). 

Los resultados obtenidos indican que  probablemente las cantidades de IFNγ y TNFα 

presentes en el sobrenadante no es suficiente para inducir las propiedades 
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inmunosupresoras de las MSCs de CeN, Epi y Aden; además al parecer IL-10 e IL-4 no son 

suficientes para disminuir la proliferación de LT presentes en el co-cultivo con MSCs.  
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Figura 21. Citocinas presentes en los co-cultivos de LT activados y MSCs. CMNs activadas 
con PHA en presencia de MSCs de MO, CeN, Epi y Aden. Los co-cultivos se realizaron 
permitiendo el contacto celular. La concentración de citocinas se determinó a los 6 días de co-
cultivo en los sobrenadantes mediante la técnica de CBA. La concentración de citocinas 
detectada en el medio condicionado de las CMNs activadas en ausencia de MSCs fueron 
consideradas como expresión basal (Control).  Se muestra Media ± SEM de la concentración de 
citocinas (MO n=9; CeN n=7; Epi n=9; Aden n=5).  *Diferencia estadística significativa con 
P<0.05. 
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 La PGE2 secretada por las MSCs esta involucrada en la disminución de la 

proliferación de los LT, además estimula la producción de IL-4 e IL-10 y promueve la 

diferenciación de LTreg (CD4+CD25+FOXP3+; Kalinski, 2012).  Debido a que las MSCs 

de MO son capaces de secretar PGE2 al ser estimuladas con IFNγ (Aggarwald y Pittenger, 

2005), se decidió  evaluar la cantidad de PGE2 presente en el medio condicionado de los 

co-cultivos con contacto celular entre MSCs y LT activados. La concentración de PGE2 del 

medio condicionado de MSCs cultivadas en ausencia de LT activados, fue considerada 

como expresión basal de la molécula (Control; Fig. 22). Los medios condicionados 

provenientes de los co-cultivos con MSCs de MO mostraron un incremento significativo en 

la secreción de PGE2 en comparación con el control (Control: 6.11±3.1 ng/ml, Contacto: 

13.13±0.78 ng/ml).  
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Figura 22. Producción de PGE2 en cultivos con MSCs  provenientes de MO, CeN, Epi y Aden. 
CMNs activadas con PHA en presencia de MSCs de MO, CeN, Epi y Aden. Los co-cultivos se 
realizaron permitiendo el contacto celular. La expresión en MSCs en ausencia de CMNs activadas se 
consideró como control.  La concentración de la molécula en los sobrenadantes de los co-cultivos se 
determinó a los 6 días de cultivo mediante un ensayo de ELISA. Se muestra Media ± SEM de la 
concentración de citocinas (MO n=9; CeN n=7; Epi n=9; Aden n=5).  *Diferencia estadística 
significativa con P<0.05. 
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En cambio, no se observó incremento significativo (P>0.05) en la secreción de PGE2 en 

ninguno de los co-cultivos con MSCs de CeN, Epi y Aden (Control: 6.72±0.55 ng/ml, 

Contacto: 7.12±0.35 ng/ml; Control: 6.93±1.95 ng/ml, Contacto: 7.01±2.15 ng/ml y 

Control: 7.42±2.43, ng/ml Contacto: 9±1 ng/ml, respectivamente; Fig. 22). Sin embargo, si 

se observan diferencias significativas entre los cultivos con contacto de MO y aquellos de 

CeN, Epi y Aden (13.13±0.78 ng/ml; 7.12±0.35 ng/ml; 7.01±2.15 ng/ml y 9±1 ng/ml; 

respectivamente).  De esta forma,�no se observó disminución en la proliferación de los LT 

en co-cultivo con las MSCs provenientes de estas fuentes. 
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El Incremento en la expresión de PD-L1 en MSCs de CeN y Epi no induce la 

inmunosupresión de los Linfocitos T. �

Anteriormente se demostró la importancia del contacto celular para la inhibición de la 

proliferación a través de la expresión de PD-L1, la cual esta involucrada en la inhibición de 

la proliferación de LT mediante el contacto célula-célula (Sheng et al, 2008). De esta 

Figura 23. MSCs de Epi y Aden aumentan su expresión de PD-L1 en presencia de linfocitos 
T activados. CMNs activadas con PHA en presencia de MSCs de MO, CeN, Epi y Aden. Los 
co-cultivos se realizaron permitiendo el contacto celular. La expresión de PD-L1 en MSCs en 
ausencia de CMNs activadas se consideró como control.  El porcentaje de la población PD-L1+ y 
el incremento en veces de la IMF de PD-L1 se determinó sobre la región CD3-CD90+ después de 
7 días de cultivo. A) Gráficos de contorno representativos de un experimento. B) Media ± SEM 
del porcentaje de MSCs CD3-CD90+PD-L1+. C) Incremento en veces de IMF en la población 
CD3-CD90+PD-L1+. (MO n=6; CeN n=4; Epi n=4; Aden n=4).  *Diferencia estadística 
significativa con P<0.05. 
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forma, se analizó la expresión de PD-L1 en las MSCs de todas las fuentes presentes en los 

co-cultivos con contacto celular. El porcentaje y la intensidad media de fluorescencia (IMF) 

en MSCs cultivadas en ausencia de CMNs activadas fueron considerados como la 

expresión basal de la molécula (Control; Fig. 23). Los resultados obtenidos indican que la 

presencia de CMNs activadas aumenta la expresión de PD-L1 en MSCs (Fig. 23B) cuando 

son co-cultivadas en contacto celular en aquellas células provenientes de MO (Control: 

2.8±1%, Contacto: 16.9±7%); CeN (Control: 1±10.5%, Contacto: 14.8±2.7%) y Epi 

(Control: 1.1±0.8%, Contacto: 10.2±2.3%);  dicho incremento no se observó en el caso de 

Aden (Control: 3.6±4.8%, Contacto: 5.7±2.3%). Además, se observó una diferencia 

significativa (P<0.05) en la expresión de las células provenientes de  CeN y Epi en 

comparación con las de Aden, las cuales mostraron menor expresión de la molécula 

analizada. Resultados similares fueron obtenidos al analizar la IMF de PD-L1 (Fig. 23C), 

donde se observó un incremento significativo en las MSCs de CeN (2.02±0.37) y en 

aquellas  provenientes de Epi (1.73±0.31) el cual no fue observado en Aden (1±0.59). 

También se observó una diferencia significativa en el aumento en la IMF de CeN en 

comparación con el de Aden. Estos resultados indican que a pesar de que se observa un 

incremento en la expresión de PD-L1 en MSCs cuando estas son cultivadas con LT 

activados, este no es suficiente para inducir inmunosupresión.  
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El incremento en la expresión de CTLA-4 no induce la inmunosupresión de linfocitos 

T en co-cultivo con MSCs de CeN, Epi y Aden. 

CTLA-4 es un regulador negativo de la respuesta inmune, su máxima expresión se alcanza 

entre las 24h y 48h después de la activación (Wing et al, 2011), por lo cual se decidió 

analizar si los cambios en la expresión de esta molécula se mantenían por un tiempo más 

prolongado. Resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio mostraron que las 

MSCs de MO incrementan la expresión de CTLA-4 en LT CD4+ cuando estos son co-

cultivados en contacto celular durante 3 días de cultivo. Por esta razón se analizó la 

expresión de esta molécula 6 días después de la activación, ya que en experimentos 

anteriores realizados a las 48h de activación no se observó cambio en la expresión de esta 

molécula en aquellos LT CD4+ cultivados con MSCs de las tres fuentes estudiadas en 

comparación con el control. Para ello se realizaron co-cultivos con contacto celular de 

CMNs activadas con MSCs de CeN, Epi y Aden y se analizó tanto el porcentaje de células 
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Figura 24. MSCs de CeN y Epi aumentan la IMF de expresión de CTLA-4 en linfocitos T 
activados. CMNs activadas con PHA en presencia de MSCs de MO, CeN, Epi y Aden. Los co-
cultivos se realizaron permitiendo el contacto celular. La expresión de CTLA-4 en LT CD4+ en 
ausencia de MSCs se consideró como control.  La expresión de la molécula se determinó a los 6 días 
de cultivo mediante citometría de flujo. Se muestra Media ± SEM de la expresión de la molécula 
(MO n=9; CeN n=7; Epi n=9; Aden n=5).  *Diferencia estadística significativa con P<0.05. 
 



� ���

positivas como la IMF en la población de LT CD4+. La expresión de CTLA-4 en LT 

activados en ausencia de MSCs fue considerada como control positivo (Control; Fig. 24). 

Los resultados obtenidos mostraron diferencias significativas entre el control y MO y Epi; 

sin embargo se observaron comportamientos distintos en los dos tipos celulares. En el caso 

de las MSCs de MO se observó un aumento significativo en comparación con el control 

(91.86±1.5% y 82.91±6.81%, respectivamente) y para Epi lo observado fue una 

disminución significativa con respecto al control (76.3±6.76% y 82.91±6.81%, 

respectivamente). Estas diferencias no se observaron entre el control (82.91±6.81%) y CeN 

y Aden (82±7.38% y 77.24±10.87% respectivamente; Fig. 24B). En lo que se refiere a la 

IMF de CTLA-4 se encontró un aumento significativo (P<0.05) en MO, CeN y Epi 

(1.26±0.18; 1.34±0.24 y 1.08±0.28, respectivamente; Fig. 24C) en comparación con el 

control (1). De esta forma, aunque la expresión de la molécula aumenta de forma 

significativa en los LT CD4+ individuales, este aumento no se ve reflejado en la 

disminución de la proliferación de los LT activados cultivados con MSCs de las tres 

fuentes estudiadas.  
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DISCUSIÓN 
 
Las MSCs han mostrado tener propiedades inmunosupresoras y promover el desarrollo, 

supervivencia y metástasis tumoral al proporcionar un ambiente propicio para la evasión de 

la respuesta inmune (Djouad et al, 2003; Spaeth et al, 2008). Se ha reportado la presencia 

de MSCs en diversos tipos de cáncer (McLean et al, 2011; Wulling et al, 2003; Johann et 

al, 2010; Cao et al, 2009) y previamente nuestro grupo de trabajo reportó la presencia de 

MSCs tanto en cérvix normal como en cáncer de cérvix (Montesinos et al, 2013) y 

evidenció su participación en la evasión de la respuesta inmune en contra de las células 

tumorales, dado que las MSCs de CaCe tuvieron la capacidad de disminuir la expresión de 

MHC I en células tumorales de CaCe. Un aspecto interesante de conocer es si las MSCs de 

CaCe tienen la capacidad de inmunosuprimir a los LT, lo cual no ha sido explorado a la 

fecha.  

En este estudio se procesaron muestras de dos tipos de cáncer cervical: carcinoma 

epidermal o de células escamosas de cérvix y adenocarcinoma y en ambos casos se 

obtuvieron células con morfología fibroblastoide, positivas para los marcadores 

característicos de MSCs (CD73, CD90 y CD105) y con capacidad de diferenciación 

adipogénica, osteogénica, y condrogénica. No obstante, aunque cumplen con las 

condiciones necesarias para ser consideradas como MSCs (Dominici et al, 2006), se 

observaron diferencias en la capacidad de diferenciación adipogénica al compararlas con 

aquellas provenientes de MO, ya que aunque presentaron la formación de vacuolas lipídicas 

evidenciadas por la positividad para rojo oleoso, éstas no cambiaron su morfología y 

permanecieron fibroblastoides tanto en el caso de las MSCs de CeN como las provenientes 

de Epi y Aden. Esta diferencia en el potencial de diferenciación adipogénica puede deberse 

a la ubicación de las MSCs de las fuentes estudiadas ya que en el cérvix no hay tejido 

graso. Lo anterior coincide con lo reportado previamente por nuestro grupo de trabajo 

(Montesinos et al, 2013), además se encontró un menor porcentaje de expresión de MHC I 

en estas células en comparación con las de MO, lo cual coincide con los reportes que 

indican que los pacientes con cáncer de cérvix presentan anormalidades en la maquinaria de 

presentación de antígeno de MHC I en células tumorales (Jordanova et al, 2008; Bontkes et 

al, 1998; Cromme et al, 1994; Keating et al, 1995; Connor y Stern, 1990; Cromme et al, 

1993; Koopman et al, 2000; Hilders et al, 1995; van Driel et al, 1996; Mehta et al, 2008). 
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Los anteriores resultados indican que aunque las células obtenidas de las tres fuentes 

estudiadas son MSCs, estas no tienen capacidad de diferenciación similar a las de MO. 

Además, a pesar de que son positivas para los marcadores considerados para las MSCs, hay 

diferencia en la expresión de ciertos marcadores, lo que puede estar relacionado  con 

características propias que definen a las MSCs en relación a su localización anatómica y 

para determinar ello sería importante analizar el inmunofenotipo y capacidad de 

diferenciación de un mayor número de muestras. 

 Estudios realizados en nuestro laboratorio mostraron que las MSCs de MO son 

capaces de inhibir la proliferación de una población purificada de LT CD3+ activados con 

anti-CD3/anti-CD28 cuando estas son co-cultivadas in vitro en presencia de contacto 

celular (Castro-Manrreza et al, 2014), razón por la cual en este trabajo se utilizó el mismo 

sistema de co-cultivos con MSCs de las fuentes estudiadas, sin embargo no se obtuvieron 

los resultados esperados, ya que no se observó inmunosupresión de los LT CD3+ en 

ninguno de los casos.  

 Tomando en cuenta que las MSCs interactúan con diversos componentes del 

sistema inmune que influencian su comportamiento regulador (Keating, 2012; LeBlanc y 

Mougiakakos, 2012) y que la producción de citocinas pro-inflamatorias por macrófagos M1 

pueden activar a las MSCs y disparar la secreción de mediadores que dañan la 

diferenciación de monocitos hacia un perfil anti-inflamatorio y a macrófagos M2 (Le-Blanc 

y Mougiakakos, 2012), se realizaron co-cultivos de MSCs de todas las fuentes estudiadas 

con CMNs activadas con PHA tanto en contacto celular como en ausencia de este. En todos 

los casos se utilizaron dos controles, el primero consistió de CMNs activadas con PHA en 

ausencia de MSCs  y como segundo control un co-cultivo en contacto con MSCs de MO, 

esto con el fin de asegurar el correcto funcionamiento del sistema. Con el uso de CMNs se 

obtuvieron resultados similares a los observados con linfocitos CD3+ purificados, dado que 

no hubo disminución de la proliferación de LT CD3+
, CD4+ y CD8+ cuando estos se 

activaron en presencia de MSCs de CeN, Epi y Aden. Esto puede deberse a que la 

polarización de los macrófagos provee un mecanismo suplementario para mantener el 

balance entre los efectos pro- y anti-inflamatorios (Ren et al, 2008).  

 De esta forma, la retroalimentación reguladora entre MSCs y macrófagos genera 

una profunda sensibilidad al microambiente que se manifiesta a través de la habilidad de 
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cambiar entre actividades pro- y anti-inflamatorias. En ambos casos, los mecanismos de 

recambio recaen en la producción de mediadores solubles como IDO. Las concentraciones 

de estos factores pueden ser críticos al activar el cambio entre MSCs anti- y pro-

inflamatorias y también entre macrófagos M1 y M2 (Ren et al, 2008). Los resultados 

obtenidos en este trabajo indican que al parecer las MSCs de Epi y Aden no poseen 

capacidad de inmunosupresión cuando son extraídas de su microambiente. Además, en este 

caso, la presencia de otro componente como las células tumorales puede influir en el 

comportamiento inmunoregulador de las MSCs, por lo que deben hacerse más estudios que 

involucren a este tipo celular. Otro factor que puede estar influyendo en este caso, es que 

los ensayos se llevaron a cabo utilizando CMNs provenientes de donadores sanos, de esta 

forma, deben realizarse experimentos donde se utilicen CMNs provenientes de pacientes 

diagnosticadas con Epi y Aden para evaluar el comportamiento tanto de los LT como de las 

MSCs provenientes de ambas fuentes. 

 Diversos estudios han descrito el efecto de las MSCs provenientes de MO sobre la 

expresión de las moléculas de activación temprana de LT CD25, CD69 y CTLA-4 

(LeBlanc et al, 2004; Groh et al, 2005; Krampera et al, 2006; Ramasamy et al, 2008); sin 

embargo se reportan resultados contradictorios ya que algunos mencionan que en una 

población de CMNs activadas con PHA, las MSCs de MO disminuyen la expresión de 

CD25 y CD69 en LT (LeBlanc et al, 2004); en otros estudios se  reporta que la expresión 

de estas mismas moléculas no se ve afectada cuando una población enriquecida de LT 

CD3+ son activados con aloantígenos en presencia de MSCs de MO (Ramasamy et al, 

2008). Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con aquellos reportados 

previamente por Ramasamy y cols. ya que no se observó ninguna diferencia en la expresión 

de CD25 y CD69 en los LT activados cultivados con MSCs de CeN, Epi y Aden a las 48h 

de cultivo en comparación con el control. En lo que se refiere a la expresión de CTLA-4 

tampoco se encontraron diferencias en la expresión de la molécula en los co-cultivos con 

MSCs de las tres fuentes estudiadas en comparación con el control, lo cual coincide con 

reportes previos que indican que en poblaciones enriquecidas de LT CD4+ y CD8+ 

activados con aloantígenos y cultivadas con MSCs de MO, no se observaron cambios en la 

expresión de este marcador (Krampera et al, 2006). La diferencia en los resultados 
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obtenidos en los diversos estudios, puede deberse a las poblaciones utilizadas en cada uno 

de ellos o bien al método de activación empleado.  

El IFNγ inhibe la proliferación e induce la apoptosis de LT (Feng et al, 2008; Lu y 

Waller, 2009) y estimula la síntesis de moléculas inmunosupresoras como IDO, PGE2 y 

PD-L1 en MSCs (Meisel et al, 2004; Aggarwal et al, 2005; Sheng et al, 2008), además de 

favorecer su capacidad inmunosupresora (Krampera et al, 2006; Ryan et al, 2007; Polchert 

et al, 2008). Así, dado que nuestros resultados indican que las MSCs de CeN, Epi y Aden 

no disminuyen la proliferación de LT activados, se evalúo la presencia de esta citocina para 

saber si había una disminución en la concentración de la misma en los co-cultivos y esta era 

la razón por la cual la actividad inmunosupresora de las MSCs de cérvix no se inducía y 

con ello no se veía favorecida la disminución de la proliferación de LT activados en 

presencia de las MSCs. Al respecto, no se detectaron cambios en la concentración de esta 

citocina en los sobrenadantes de los co-cultivos con MSCs de cérvix, no obstante al realizar 

la comparación con el sobrenadante de aquellos de MO, se observó que no incrementaban 

la concentración de IFNγ en comparación con el control y aunque no se observó una 

diferencia significativa, podemos ver una tendencia al incremento en la concentración 

cuando se compara el sobrenadante de este co-cultivo con aquellos de CeN, Epi y Aden, 

siendo este último aquel con mayor concentración de la citocina, aunque las MSCs de esta 

fuente no inhibieron la proliferación de LT activados. Dado que el IFNγ estimula la 

producción de la molécula inmunosupresora IDO en MSCs (Meisel et al, 2004; Sheng et al, 

2008), probablemente está vía esta disminuida en la inmunoregulación de las MSCs de 

cérvix, sin embargo, deben hacerse más estudios los cuales deben incluir la presencia de 

células tumorales en los co-cultivos para determinar ello. Los resultados obtenidos en los 

co-cultivos con MO coinciden con las observaciones hechas por otros grupos acerca de que 

estas células disminuyen la secreción de IFNγ por los LT activados (Sheng et al, 2008; 

Ramasamy et al, 2008; Chiesa et al, 2012). No obstante, al parecer una baja concentración 

de IFNγ es capaz de activar a las MSCs de MO, mientras que en el caso de los co-cultivos 

en presencia de MSCs provenientes de cérvix en los cuales se detectaron mayores 

concentraciones de IFNγ, esta podría no favorecer la inmunosupresión de las MSCs o bien 

la concentración de esta citocina contrarrestar el efecto inmunosupresor de las MSCs o 
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favorecer la diferenciación de estas células hacia un fenotipo no inmunosupresor, como lo 

sugieren algunos estudios (Ren et al, 2008; Li et al, 2012; Shi et al, 2012). 

 De la misma forma, las MSCs de MO disminuyen la secreción de citocinas pro-

inflamatorias tipo Th1 (TNFα e IFNγ) por parte de los LT activados e induce la producción 

de citocinas anti-inflamatorias tipo Th2 (IL-10 e IL-4; Aggarwal y Pittenger et al, 2005). 

Sin embargo, las MSCs pueden potenciar la respuesta inmune a través de la producción de 

quimiocinas que reclutan a los linfocitos a sitios de inflamación, dado que producen 

CXCL9, CXCL10 y CXCL11 bajo el control de citocinas pro-inflamatorias.  Esto ocurre 

cuando las MSCs no han sido expuestas a niveles suficientes de citocinas pro-inflamatorias 

como TNFα e IFNγ, de esta forma no se produce IDO suficiente para suprimir la 

proliferación de LT (Ren et al, 2008). De esta forma, IDO es un apagador molecular de la 

inmunoregulación de las MSCs (Ren et al, 2008). Por esta razón y ya que se observó la 

presencia de IFNγ se analizó la secreción de TNFα. En este estudio se encontró un una 

disminución en la secreción de esta citocina en el caso de los sobrenadantes de los co-

cultivos de CeN en comparación con el control, sin embargo no se encontraron diferencias 

con el resto de los co-cultivos, los cuales se comportan de forma similar al control en los 

cuales al parecer no hay una disminución en la respuesta Th1.   

  IL-10 es un mediador importante en la inmunosupresión mediada por MSCs de MO, 

sin embargo, se ha reportado que esta citocina no es uno de los principales responsables de 

la inmunosupresión mediada por MSCs ya que al añadir un anticuerpo neutralizante de esta 

citocina en un co-cultivo mixto de linfocitos con MSCs, no se observó una disminución en 

la inmunosupresión ejercida por las MSCs (Ryan et al, 2007), lo cual coincide con los 

resultados obtenidos en este estudio, ya que no se observó una diferencia significativa entre 

los co-cultivos con MO en los que se observó disminución en la proliferación de LT y 

aquellos con MSCs de CeN, Epi y Aden en donde no hubo disminución. Lo anterior indica 

la posible ausencia de otras moléculas involucradas en la capacidad de inmunosupresión 

mediada por MSCs, que al parecer no están presentes en los co-cultivos con células 

provenientes de cérvix.  

En el caso de IL-4 se observó una disminución en la concentración de esta citocina 

en los sobrenadantes de los co-cultivos con MSCs de todas las fuentes estudiadas en 

comparación con el control, sin embargo en un estudio previo llevado a cabo en nuestro 
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laboratorio, se estableció que IL-4 no participa en la regulación de la inmunosupresión de 

las MSCs de MO (Castro-Manrreza et al, 2014). 

 Por otro lado, la PGE2 es un factor lipídico que disminuye la proliferación de LT, 

estimula la secreción de IL-4 e IL-10 y promueve la generación de LTreg 

CD4+CD25+FOXP3+ (Kalinski, 2012). Además se ha demostrado que el IFNγ estimula la 

secreción de PGE2 en las MSCs (Rasmusson et al, 2005; Avanzani et al, 2000; Ryan et al, 

2007). Debido a lo anterior y ya que encontramos secreción de IFNγ en los co-cultivos con 

MSCs provenientes de CeN, Epi y Aden, se analizó la presencia de PGE2 en los 

sobrenadantes. En este estudio se detectó un aumento en la concentración de PGE2 en 

aquellos co-cultivos con MSCs de MO cuando estas son cultivadas con LT activados, en 

cambio no se observó ningún incremento en la concentración de esta molécula en los co-

cultivos con MSCs provenientes de CeN, Epi y Aden. La disminución en la concentración 

de PGE2, puede estar relacionada con la falta de capacidad para inhibir la proliferación de 

LT por parte de las MSCs de cérvix. Es importante mencionar que en los co-cultivos con 

MSCs de cérvix se observó una tendencia a una mayor producción de IFNγ, lo que 

parecería contradictorio dado que debería favorecer la producción de PGE2, sin embargo no 

se puede descartar la posibilidad de la participación de otras moléculas en dicha inducción 

y que probablemente estén ausentes en los co-cultivos de MSCs de cérvix. Estudios 

llevados a cabo por Spaggiari y cols (2008), muestran que la PGE2 actúa de forma sinérgica 

con IDO, ya que se requiere la inhibición de ambas moléculas para restaurar la 

proliferación de células NK que han sido cultivadas en presencia de MSCs de MO. Con ello 

sería importante evaluar la concentración de IDO en nuestro sistema de cultivo, dado que 

podría estar disminuida al igual que PGE2. 

Estudios previos han demostrado la participación de PD-L1 presente en la 

membrana de las MSCs en la inmunosupresión de LT por medio del contacto celular 

(Sheng et al, 2008; Castro-Manrreza et al, 2014). Además la ruta PD1/PD-L1 se activa en 

presencia de tumores ya que previene la autoinmunidad y contribuye a la formación del 

microambiente inmunosupresor mediante la regulación de los LT (Francisco et al, 2010).  

En este estudio observamos que las MSCs de CeN y Epi aumentan el porcentaje de 

expresión de PD-L1 y su IMF cuando son cultivadas durante 7 días en presencia de LT 

activados con PHA, lo cual no se observó en aquellas células de Aden. No obstante, aunque 
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se observó un aumento en la expresión de PD-L1 en las MSCs de CeN y Epi a los 7 días, 

debido probablemente a la presencia de IFNγ, dicha expresión no es suficiente para que se 

observe disminución en la proliferación de LT activados en presencia de MSCs de las 

fuentes estudiadas. 

CTLA-4  regula de forma negativa la respuesta inmune y se expresa en LTreg, sin 

embargo, cuando se bloquea la molécula con anticuerpos monoclonales en un cultivo en el 

cual hay presencia de MSCs, este no tiene ningún efecto en la actividad inmunosupresora 

de estas células, lo que indica que se requiere la presencia de distintas moléculas para que 

las MSCs sean capaces de ejercer inmunosupresión sobre los LT. En este trabajo 

encontramos que la expresión de esta molécula no se modifica después de 48h de cultivo 

con MSCs de las fuentes estudiadas, sin embargo también se analizó la presencia de este 

marcador al día 6 de cultivo para contrastar los resultados y de esta forma tener un mejor 

conocimiento del patrón de expresión de CTLA-4 en los linfocitos activados en presencia 

de MSCs de CeN, Epi y Aden. En estos co-cultivos se observó que no aumenta el número 

de células positivas para este marcador, sin embargo se observó un aumento significativo 

de la IMF en CeN y Epi, lo que indica que la presencia de CTLA-4 no es suficiente para 

que las MSCs de cérvix inmunosupriman. Con respecto a las MSCs de Aden, no se observó 

aumento significativo en el porcentaje de expresión o en la IMF, lo que puede explicar en 

parte por que las células provenientes de este tipo de cáncer no son capaces de 

inmunosuprimir.  

Así, aunque las células obtenidas de CeN, Epi y Aden son MSCs, estas poseen una 

capacidad de diferenciación e inmunofenotipo diferentes a aquellas de provenientes de MO, 

razón por la cual probablemente tienen diferencias funcionales, en este caso la 

inmunoregulación.    

Por otro lado, la localización de las MSCs analizadas en este estudio puede ser la 

razón por la cual las estas no poseen la capacidad de inhibir la proliferación de LT, ya que 

este tejido se encuentra continuamente expuesto a patógenos e inflamación y por lo tanto 

resultaría contraproducente que las MSCs de este tejido inmunosupriman dado que se 

favorecería en mayor medida un patrón constante de infecciones. Este comportamiento de 

las MSCs de cérvix probablemente se modifique en presencia de las células tumorales, lo 

cual tendría que ser estudiado con mayor profundidad.  
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CONCLUSIONES 
 

- Las células obtenidas de CeN, Epi y Aden poseen las características que 

definen a las MSCs, por lo que pueden ser consideradas como tales, sin 

embargo presentan un menor potencial en cuanto a la capacidad de 

diferenciación adipogénica y a la expresión de MHCI en comparación con 

aquellas provenientes de MO. 

- Las MSCs de CeN, Epi y Aden no disminuyen la proliferación de LT 

CD3+, CD4+ y CD8+. 

- Las MSCs de cérvix no modifican la expresión de las moléculas de 

activación temprana CD25, CD69 y CTLA-4 en los LT activados en 

presencia de estas células. 

- Se observa una tendencia a una mayor producción de IFNγ en los co-

cultivos con MSCs de cérvix, el aumento en la concentración de esta 

citocina podría ser una de las causas por las que no se observa disminución 

en la proliferación de los LT activados.   

- Las concentraciones de citocinas como IL10 encontradas en los medios 

condicionados de los co-cultivos no son suficientes para inhibir la 

proliferación de LT. 

- La baja concentración de PGE2 en los sobrenadantes de los co-cultivos con 

MSCs de CeN, Epi y Aden probablemente indica la importancia de esta 

molécula para disminuir la proliferación de los LT activados.  

- Aunque se encontró un aumento en la expresión de PD-L1 en MSCs de 

CeN y Aden, esta molécula posiblemente requiere la presencia de otros 

factores para llevar a cabo una función imnunosupresora. Otra posibilidad 

es que estos niveles de expresión no sean suficientes para disminuir la 

proliferación de los LT activados. 

- Las MSCs de cérvix no inducen un incremento en la expresión de CTLA4 

en LT activados.  

- Las MSCs provenientes de CeN, Epi y Aden no poseen la capacidad de 

inmunosuprimir a los LT. 
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PERSPECTIVAS 

Dado que en el presente estudio no se observó inhibición de la proliferación de linfocitos 

activados en presencia de MSCs de CeN, Epi y Aden, se debe incluir en el sistema de 

cultivo a las células tumorales para estudiar la interacción de las MSCs con este tipo 

celular. 

 La participación de los macrófagos es importante en la inmunoregulación por parte 

de las MSCs, y la interacción de ambos tipos celulares da lugar a una respuesta pro-o anti-

inflamatoria. Con ello conocer el tipo de macrófagos que se generan en este co-cultivo es 

importante para explicar uno de los mecanismos por medio de los cuales actúan las MSCs. 

 Otro posible mecanismo por medio del cual las MSCs pueden ejercer 

inmunosupresión in vivo es la formación de LTreg, por lo que se debe analizar si en este 

sistema de cultivo hay generación de LTreg. 

 Por otra parte se deben analizar otras moléculas y citocinas inmunosupresoras como 

TGFß, IDO y HLA-G5 las cuales han mostrado participar en la actividad inmunoreguladora 

de las MSCs de MO. 

 De esta forma empezaremos a dilucidar si las MSCs de las fuentes estudiadas 

poseen un fenotipo pro-inflamatorio o carecen de propiedades inmunosupresoras. 
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