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RESUMEN 

 

El cáncer cervicouterino (CaCu) representa un grave problema de salud pública a nivel 

mundial, debido a su alta incidencia y mortalidad debida principalmente al desarrollo de 

metástasis. Un proceso biológico relacionado con la metástasis es la transición epitelio-

mesénquima (TEM) en el cual las células epiteliales del tumor adquieren características 

mesenquimales que les permiten migrar para invadir órganos distantes. Diversos estímulos 

extracelulares pueden activar las cascadas de señalización involucradas en la TEM durante 

la progresión tumoral, incluyendo factores de crecimiento como el TGF-β, que puede ser 

secretado por las células tumorales o por las células del estroma tumoral como las células 

estromales mesenquimales (MSC). En este estudio se analizó el efecto de sobrenadantes de 

MSC derivados de tumores de CaCu (MSC-CaCu) y de cérvix normal (MSC-CN) sobre la 

inducción de cambios asociados a la TEM como el aumento en la expresión de los genes 

maestros de la TEM Snail 1 y Twist 1, aumento en la expresión de vimentina y aumento en 

la migración de las células tumorales de CaCu.  

 

Los medios condicionados de MSC-CaCu y MSC-CN indujeron la producción de TGF-β 

en el cultivo de las células tumorales SiHa y ROVA. Además, se observaron   cambios 

fenotípicos y funcionales asociados a la TEM,  tales como la   inducción en la expresión de 

Snail 1 y Twist 1,   aumento en el nivel de  vimentina y aumento  en la capacidad 

migratoria en  células tumorales de CaCu, los cuales fueron inhibidos en presencia de 

anticuerpos neutralizantes anti-TGF-β1. Lo cual sugiere que la presencia de MSC en el 

microambiente tumoral del CaCu, puede participar de manera importante en la inducción 

de la TEM en las células tumorales y promover su capacidad metastásica a través de la 

producción de factores solubles como el TGF-β.  
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ABSTRACT  

Cervical cancer (CeCa) represents a serious public health problem worldwide, due to its 

high incidence and mortality as consequence of metastasis development. A biological 

process related to metastasis is the epithelial-mesenchymal transition (EMT) in which 

tumor epithelial cells acquire mesenchymal features that allow them to migrate and  invade 

distant organs. Various extracellular stimuli can activate the signaling cascades involved in 

TEM during tumor progression, including growth factors such as TGF-β, which can be 

secreted by tumor cells or by tumor stromal cells such as mesenchymal stromal cells 

(MSC). In this study we analyzed the effect of conditioned media of MSCs derived from 

cervical cancer  (MSC-CaCu) and  normal cervix (MSC-CN) on the induction of 

phenotypic changes EMT related such inccrease in expression of TEM master genes Snail 1 

and Twist 1, inccrease in expression of vimentin and increase of  migration in  CeCa tumor 

cells. 

The conditioned media of MSC-CaCu and MSC-CN induced the production of TGF-β in 

the culture of SiHa and ROVA tumor cells. In addition, phenotypic and functional changes 

associated with TEM were observed in these cell lines, such as induction in the expression 

of Snail 1 and Twist 1, an increase in the level of vimentin and an increase in the migratory 

capacity of  CaCu tumor cells were observed. Interestingly, these changes were inhibited in 

presence of anti-TGF-β1 neutralizing antibodies. This results suggests that the presence of 

MSCs in the tumoral microenvironment of CaCu can play an important role in the 

induction of TEM in tumor cells and promote their metastatic capacity through the 

production of soluble factors such as TGF-β. 
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Introducción 

 

Cáncer es el nombre que se da a un conjunto de enfermedades que pueden afectar cualquier 

parte del cuerpo. Una característica que define al cáncer es la rápida división de células 

anormales que se extienden más allá de sus límites habituales y pueden invadir partes 

adyacentes del cuerpo o propagarse a otros órganos mediante un proceso que se denomina 

“metástasis” (OMS, 2017). 

 

El cáncer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo. En 

2012 se registraron alrededor de 14 millones de nuevos casos (Ferlay J., 2012) y en 2015 

se atribuyeron a esta enfermedad 8,8 millones de defunciones (GBD, 2015). 

 

Cáncer cervicouterino (CaCu) 

Con respecto al cáncer en mujeres, el CaCu posee el tercer lugar a nivel mundial en 

incidencia y mortalidad con 527,624 casos nuevos y 265,672 defunciones reportadas en 

2012. En México dicha neoplasia ocupa el segundo lugar en incidencia y mortalidad con 

13,960 nuevos casos y 4,769 defunciones reportadas en 2012 (globocan.iarc.fr), lo que 

representa un grave problema para el sistema de salud pública. En términos sociales, el 

impacto representa una gran pérdida de años de vida productiva que contribuye al deterioro 

económico del país y a la ruptura de su tejido social (SSA, 2002). 

 

La infección por Virus de Papiloma Humano de Alto Riesgo Oncogénico (VPH-AR): 

un factor de riesgo para el desarrollo de CaCu 

 

Desde la década de los 70’s Harald Zur Hausen determinó que la infección persistente en el 

epitelio cervical por el virus de papiloma humano (VPH), está asociada al desarrollo de 

CaCu (Zur Hausen H., 1977). Los VPH son d–DNA virus y pertenecen a la familia 

papovaviridae la cual cuenta con 200 tipos diferentes, de los cuales 30 son de alto riesgo 

oncogénico incluyendo a los genotipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68.  A 

nivel mundial las infecciones más comunes son causadas por el VPH 16 (50%) y 18 (20%) 

y pueden causar lesiones pre cancerosas (Muñoz N et al., 2003). 
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La infección se presenta en cerca del 100% de los casos de CaCu (Forman D et al., 2012) 

por lo que se considera el principal factor causal de dicha neoplasia (Duarte-Franco & 

Franco, 2004). La mayoría de las infecciones por VPH son transitorias y no son 

clínicamente evidentes, ya que del 70 al 90% de las mujeres infectadas resuelven la 

infección entre 12 y 30 meses (Evander M et al., 1995) y se estima que sólo un 1% de 

mujeres infectadas desarrolla CaCu (Tindle R, 2002). 

 

Estadios del CaCu 

 

La edad promedio de las mujeres que desarrollan CaCu oscila entre los 45-50 años, sin 

embargo, puede afectar a mujeres desde 20 años de edad o incluso menores (Parkin D et 

al., 1999). Esta enfermedad tiene una historia natural de larga evolución con base en una 

infección persistente por VPH que inicia con cambios en el epitelio cervical, los cuales 

aumentan gradualmente hasta que se transforma en carcinoma invasor (Castellanos-

Morales M, 2003) en un término de 15 a 20 años (Doorbar J et al, 2012).  La Federación 

Internacional de Ginecología y Obstetricia (FIGO) estableció los siguientes estadios del 

CaCu (Pecorelli S, 2009) (TABLA 1): 

 

TABLA 1. Estadios del CaCu de acuerdo a la FIGO 

ESTADIO CARACTERÍSTICAS DEL TUMOR 

Tis Carcinoma in situ 

IA1 Confinado al cérvix, diagnosticado sólo con microscopía con una invasión 

<3 mm de profundidad, <7 mm 

IA2 Confinado al cérvix, diagnosticado sólo con microscopía con una invasión  

>3 y <5 mm de profundidad con extensión lateral <7mm  

IB1 Lesión clínicamente visible o mayor a IA2 ó <4 cm 

IB2 Lesión clínicamente visible > 4 cm en la dimensión más grande  

IIA1 Se involucran los dos tercios superiores de la vagina, sin invasión 

parametrial <4 cm en la dimensión más grande 

IIA2 Lesión >4 cm en la dimensión más grande 
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IIB Invade parametrios parcialmente 

IIIA Invade 1/3 inferior de la vagina sin llegar a pared pélvica 

IIIB Invade pared pélvica / hidronefrosis / IRC 

IVA Invade mucosa de vejiga o recto 

IVB Metástasis a distancia 

 

Programas de detección del CaCu 

 

El CaCu es absolutamente prevenible y su tratamiento es relativamente fácil cuando el 

diagnóstico es oportuno. La experiencia de países desarrollados ha permitido demostrar que 

la mejor opción para disminuir la mortalidad por CaCu es la detección y el tratamiento 

temprano de lesiones precursoras y lesiones malignas, lo cual se logra mediante la 

implementación de programas de detección oportuna de CaCu (Hidalgo-Martínez A, 2006).  

 

Desde 1974 se implementaron en México programas nacionales de Detección Oportuna del 

Cáncer (DOC), enfocados en la detección de CaCu mediante la prueba de Papanicolaou 

(Pap). Actualmente, la operación del Programa de Acción para la Prevención y Control del 

Cáncer Cérvico Uterino, se basa en la Norma Oficial Mexicana NOM-014-SSA2-1994 para 

la prevención, detección, diagnóstico, tratamiento, control y vigilancia epidemiológica del 

Cáncer Cérvico Uterino (SSA, 2002). Sin embargo, hasta la fecha dicha neoplasia sigue 

siendo una de las principales causas de muerte para las mujeres mexicanas ya que ha sido 

difícil establecer y mantener un programa de tamizaje efectivo. 

 

En lugar de ser una herramienta para la DOC, el Pap frecuentemente detecta lesiones 

cervicales en etapas muy avanzadas en el 80% de los casos y a pesar de recibir tratamiento, 

en el 70% de estos casos se desarrolla persistencia o recurrencia de la enfermedad. En el 

más drástico de los escenarios se encuentran del 8 al 17% de los pacientes que son 

clasificados en fase metastásica (IVA o IVB) al diagnóstico inicial (Coronel–Martínez J, et 

al., 2014) (Figura1 A).  
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Recurrencia  

 

La enfermedad recurrente se define como la reaparición local del tumor o el desarrollo de 

metástasis a distancia, seis meses o más, después de la regresión completa de la lesión 

tratada; sin embargo, si se detecta dentro de los primeros seis meses después de completar 

el tratamiento primario, se le denomina persistencia (Choi J et al., 2000). Se estima que la 

edad promedio de las mujeres con recurrencia es de 40-45 años. En relación con el estadio 

clínico inicial, la frecuencia de la enfermedad recurrente es: aproximadamente del 10% en 

etapa IB, 17% en etapa IIA, 23% en etapa IIB, 42% en etapa III y 74% en etapa IVA 

(Peiritti M et al., 2012).  

 

Metástasis 

La metástasis es un proceso de múltiples etapas en las que las células del tumor primario 

llevan a cabo invasión local, intravasación, transporte, extravasación y colonización en un 

sitio distante. Se estima que sólo el 0.01% de las células tumorales que entran en la 

circulación sistémica son capaces de formar tumores secundarios (Chambers A et al., 

2002). 

 

La metástasis en el CaCu  

 

La diseminación de las células cancerosa en estadios avanzados de la enfermedad, es la 

principal causa de muerte en pacientes con CaCu (Barrière G. et al., 2013). La metástasis se 

lleva a cabo a través de dos vías: a) Linfática: es la más común y las células se diseminan a 

nódulos linfáticos parametriales, paracervicales, obturadores, hipogástricos, ilíacos, sacros, 

inguinales, paraaórticos; y b) Hematógena: la diseminación ocurre en aproximadamente 

21% de los casos a pulmón, 11% a nódulo linfático paraórtico, 5% a vejiga, 4% a hígado, 

7% a médula ósea y 3% a nódulo linfático inguinal (Simcock B., 2007) (Figura 1 B). 
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Con los tratamientos actuales para el CaCu se logra remisión de hasta el 90% de pacientes 

diagnosticadas en estadio I, y 60% en estadio II, sin embargo, el pronóstico para mujeres en 

estadios avanzados o recurrencia disminuye dramáticamente hasta el 15% 

(http://www.cancer.org, 2014). 

 

En México, del total de muertes por cáncer cervicouterino registradas en el año 2000, 

40.91% correspondieron a mujeres sin seguridad social, 42.62% eran derechohabientes del 

IMSS y 6.95% eran derechohabientes del ISSSTE (SSA, 2002). Debido al costo elevado 

del tratamiento para el CaCu, representa una merma en la economía de las familias que no 

cuentan con seguridad y en el presupuesto de las instituciones de salud pública, 

principalmente para el IMSS. 

 

Debido a la gravedad del problema, y a que el mayor porcentaje de mortalidad se presenta 

en pacientes con metástasis, resulta de suma importancia estudiar procesos como la 

transición epitelio-mesénquima la cual es clave para que las células tumorales adquieran la 

capacidad de migrar a sitios distantes para formar nuevos tumores. 

Figura 1. Estadios del CaCu. A) El 80% de los casos al diagnóstico inicial son estadios avanzados y hasta el 17 % 

son estadio IV. B) El estadio IV de CaCu es cuando el cáncer se ha extendido más allá del cuello del útero en 

órganos adyacentes, como el recto o la vejiga (estadio IVA) o el cáncer se ha diseminado a lugares distantes del 

cuerpo, que puede incluir los huesos, los pulmones o el hígado (estadio IVB). Cuando el CaCu es diagnosticado 

en esta etapa es a menudo difícil de tratar, y sólo una pequeña minoría de pacientes logran curarse de la 

enfermedad (tomado de: www.nih.gov) 

 

 

w.nih.gov). 

 

  

A B 

http://www.cancer.org/
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La Transición Epitelio Mesénquima (TEM) 

 

La TEM es un proceso biológico en el que se induce la remodelación gradual de la 

arquitectura de células epiteliales y una modificación de sus capacidades funcionales. 

Elizabeth Hay demostró por primera vez en 1968 que las células epiteliales tienen la 

capacidad de transformarse hacia un estado mesenquimal en el que pierden sus uniones 

célula-célula y la polaridad apical-basal y se convierten a un estado de baja proliferación 

con forma de célula semejante a un huso y con mayor migración celular, invasión y 

supervivencia (Kalluri R & Weinberg 2009).  

 

Durante la TEM, las células se someten a cambios bioquímicos múltiples incluyendo: 1) la 

pérdida completa de características epiteliales como la disminución en la expresión de 

cadherina-E, placoglobina y citoqueratinas y el desmantelamiento de las uniones 

adherentes, uniones estrechas, uniones gap y desmosomas, 2) la adquisición total de 

características mesenquimales induciendo la expresión de vimentina, actina de  músculo 

liso, cadherina-N, fibronectina (Gavert N & Ben-Ze’, 2008), 3) el aumento de la 

producción de componentes de matriz extracelular (MEC) y 4) al aumento de la expresión y 

la actividad de proteasas extracelulares, como las metaloproteasas, que permiten a las 

células degradar proteínas de matriz extracelular, permitiendo la migración a órganos 

distantes. 

Todos estos cambios, inducen en las células transformadas un cambio de fenotipo epitelial 

a fenotipo mesenquimal, cuya capacidad migratoria, invasividad y resistencia a la apoptosis 

aumenta con respecto a su contraparte epitelial (Figura 2). La TEM es un proceso 

reversible, el proceso inverso es conocido como transición mesénquima epitelio (TME) en 

el que las células que invaden nuevos tejidos vuelven a adquirir características epiteliales 

cuando se establecen en los focos metastáticos (Lee M et al., 2008). 
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Diversos estímulos extracelulares pueden activar las cascadas de señalización involucradas 

en la TEM, incluyendo una variedad de factores de crecimiento que pueden ser secretados 

por las células tumorales y por las células del estroma tumoral. El estrés metabólico y 

mecánico, la hipoxia o la rigidez de la matriz también pueden actuar como poderosos 

inductores de TEM y favorecer la invasión de células tumorales (Lamouille S. et al., 2014). 

También se ha demostrado la participación de micro RNAs (miRNAs) que son moléculas 

de RNA de entre 19 y 22 nucleótidos de cadena sencilla que actúan como reguladores 

postranscripcionales, principalmente los miembros de la familia miR-200 se asocian con el 

cambio de la morfología de las células epiteliales y su expresión disminuye cuando se 

induce TEM (Zavadil J. et al., 2007; Kong W., 2008; Gregory P. et al., 2008; Diaz-Martin 

J. et al., 2014). 

Figura 2. Características de la TEM. La TEM es un proceso en el que las células tumorales cambian 
gradualmente de un fenotipo epitelial a uno mesenquimal, dicho cambio fenotípico es acompañado por un 
cambio en la expresión de marcadores y la adquisición de características funcionales como el aumento en la 
migración (Modificado de: Angadi P.  & Kale A., 2015). 
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La mayoría de las vías que inducen TEM convergen a nivel de factores de transcripción 

(TFs) asociados a TEM (Nieto M. & Cano A., 2012). Las familias Snail (proteínas de dedo 

de zinc Snail y Slug), Zeb (proteínas Zeb1 y Zeb2) y Twist (proteínas H12, E47, Twist1, 

Twist2 e Id) juegan un papel central durante el desarrollo de la TEM y se consideran 

“Factores de Transcripción maestros de la TEM” (Peinado H. et al., 2007), son inductores 

potentes del proceso de desdiferenciación de las células epiteliales y actúan como 

represores transcripcionales de genes epiteliales, como cadherina-E, y activadores de genes 

mesenquimales, incluyendo cadherina-N (Lamouille S. et al., 2014; Peinado H. et al., 

2007). 

 

Durante la TEM, las células pueden presentar fenotipos híbridos en los que no son 

totalmente epiteliales (E) o totalmente mesenquimales (M) sino que poseen características 

fenotípicas híbridas E/M (Burger G. et al., 2017).  

 

Recientemente se describió una clase de reguladores conocidos como “Factores 

Estabilizadores de Fenotipo” (PSF por sus siglas en inglés) los cuales pueden estabilizar las 

células en un fenotipo particular (ej. E/M). Los PSF más relevantes son OVOL, GRHL2 

(los cuales también son factores de transcripción) y miR-145 (Burger G. et al., 2017). 

 

Microambiente tumoral  

Los tumores sólidos se componen de poblaciones heterogéneas de células neoplásicas y un 

conjunto elaborado de células mesenquimales e inflamatorias que forman el estroma 

asociado a tumores, y se conocen colectivamente como el microambiente tumoral (MAT). 

Se ha demostrado que las interacciones parácrinas entre las células cancerosas y las células 

del MAT regulan el crecimiento, la homeostasis y la progresión tumoral (McAllister S. et 

al., 2014). 
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Componentes del microambiente tumoral  

Las células no cancerosas que conforman el microambiente tumoral son principalmente: 

fibroblastos, pericitos, MSC, adipocitos, macrófagos y otras células del sistema inmune 

(Bussard K. et al., 2016). Con respecto a los factores solubles, se ha reportado 

principalmente la presencia de: a) citocinas inflamatorias como factor de necrosis tumoral α 

(TNF-α), interferón-gamma (IFN-γ), interleucinas 6 (IL-6), 8 (IL-8), y 1(IL-1), b) factores 

de crecimiento como el Transformante beta (TGF-β); el de Hepatocitos (HGF), el Derivado 

de Plaquetas (PDGF) y el Endotelial Vascular (VEGF), c) quimiocinas como el Factor-1 

Derivado de Células Estromales (SDF-1), y d) Metaloproteasas de Matriz (MMPs) (Sun Z. 

et al., 2014) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Microambiente tumoral. El microambiente tumoral contiene varios mediadores como 
citocinas, factores de crecimiento, proteínas de la MEC, enzimas proteolíticas, fibroblastos, MSC, 
células T, células endoteliales y células tumorales, los cuales regulan la tumorigénesis al afectar 
el crecimiento tumoral, angiogénesis, inflamación y TEM. 
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Microambiente tumoral y TEM  

Se ha propuesto que diversas moléculas secretadas por las células cancerosas y las células 

del estroma tumoral pueden desencadenar  eventos moleculares asociados con el programa 

de TEM  en las células tumorales, incluyendo TGF-β, FGF, EGF, IGF-1 y HGF (Kalluri R. 

& Weinberg R.,  2009). 

En un modelo de carcinoma hepatocelular (HCC) se observó que la TEM fue dependiente 

de la presencia de TGF-β secretado por MSC (David P. & Müller I., 2015).  

Recientemente se ha descrito que las Células Estromales Mesenquimales (MSC) participan 

en el crecimiento e invasividad de las células tumorales a través de la secreción de 

quimiocinas como CXCL5 que pueden funcionar de forma parácrina no solo promoviendo 

la invasión tumoral y la migración, sino también facilita la TEM entre las células tumorales 

(Sun Z. et al., 2014).   

 

La progresión del cáncer también puede estar dirigida por las respuestas sistémicas del 

cuerpo a la malignidad y por la participación de los sistemas orgánicos ubicados en sitios 

distantes del sitio del crecimiento del tumor primario. Por lo tanto, lo que determina si una 

población de células tumorales logra generar metástasis no solo depende de las propiedades 

intrínsecas de las mismas células cancerosas, sino también el estado del ambiente del 

huésped, que incluye tanto el MAT y el ambiente fisiológico sistémico (McAllister S. et al., 

2014). 

 

Células Estromales Mesenquimales (MSC) 

Las MSC son células multipotenciales que se pueden obtener de diferentes tejidos maduros, 

tanto sanos (N-MSC) como tumorales (T-MSC), y se caracterizan mediante una serie de 

parámetros morfológicos, fenotípicos y de diferenciación establecidos por la Sociedad 

Internacional de Terapia Celular, incluyendo: su capacidad de adherencia al plástico, la 

expresión simultánea de CD73, CD90, CD105 y nula o baja expresión de marcadores 

específicos para células hematopoyéticas tales como CD14, CD31, CD34 CD45 y HLA-DR 

(Pittenger M et al., 1999; Dominici M et al., 2006). Otro de los criterios es la alta capacidad 
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de diferenciación en varios tipos de células, incluyendo osteocitos, condrocitos, adipocitos, 

fibroblastos, mioblastos, oocitos cardiomiocitos, hepatocitos, tenocitos, diferentes tipos de 

células epiteliales (ej. pulmón, intestino, riñón, y el bazo) e incluso neuronas (Figura 4)   

(Baksh D. et al., 2004; Kidd S. et al., 2012).  

 

 

 

 

CÉLULAS ESTROMALES MESENQUIMALES (MSCs) 

 

Células Estromales Mesenquimales Asociadas a Tumor (T-MSC) 

Las MSC pueden ser atraídas por citocinas proinflamatorias y quimiocinas hacia los 

tumores (Caplan A. & Correa D., 2011). El crecimiento invasivo de los tumores también 

causa daño tisular local e inflamación, por tanto, atrae a las MSC (Sun Z. et al., 2014), en 

donde se les denomina T-MSC. 

Figura 4. Características de las MSC. Las MSC tienen la capacidad de auto-renovarse en la 
cavidad de la médula ósea (flecha curvada) y también pueden diferenciarse (flechas sólidas) 
hacia el linaje mesodérmico. La capacidad para transdiferenciarse en células de otros linajes 
(ectodermo y endodermo) se muestra mediante flechas discontinuas, ya que la 
transdiferenciación aún es polémica in vivo (Modificado de: Uccelli A. et al., 2008).  
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Las T-MSC  se han aislado y caracterizado en diversos tipos de  cáncer, incluyendo: cáncer 

de ovario (McLean K. et al., 2011), cáncer de hueso de células gigantes (Wulling M. et al., 

2003), neuroblastoma (Johann P. et al., 2010), osteosarcoma, lipoma (Gibbs C. et al., 

2005), cáncer gástrico (Cao H. et al., 2009) y recientemente en colaboración con nuestro  

grupo de investigación se lograron obtener y caracterizar por primera vez T-MSC a partir 

de tumores de CaCu y se denominaron MSC-CaCu, para diferenciarlas de su contraparte de 

cérvix normal denominadas MSC-CN (Montesinos J. et al., 2013).   

 

Las T-MSC ejercen funciones importantes para soportar el crecimiento tumoral, 

favoreciendo la proliferación de las células tumorales (Liu Y. et al., 2011), propician 

condiciones para incrementar el número de células troncales tumorales (David P.  & Müller 

I., 2015), promueven la angiogénesis (Sun Z. et al., 2014) e inducen la TEM de las células 

tumorales favoreciendo la metástasis en cáncer de páncreas (Kabashima-Niibe A. et al., 

2013).  

 

Las T-MSC y las N-MSC presentan algunas similitudes y también diferencias. Ambos tipos 

de MSC expresan altos niveles de CD29, CD44, CD90 y CD105, pero bajos niveles de 

marcadores hematopoyéticos.  Las diferencias entre T-MSC y N-MSC son: 1) existe una 

mayor cantidad de MSC en tejidos tumorales que en tejidos normales (en el caso de 

osteosarcoma), 2) las T-MSC exhiben una mayor capacidad proliferativa que N-MSC (en 

cáncer de ovario, pulmón, estómago y próstata), 3) las T-MSC tienen mayor capacidad de 

migración que las N-MSC (en cáncer gástrico), 4) T-MSC exhiben una mayor resistencia a 

fármacos (en osteosarcoma), 5) las T-MSC tienen mayor actividad inmunosupresora que N-

MSC (Sun Z. et al., 2014). 

 

El TGF-β en la inducción de la TEM 

 

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-β por sus siglas en inglés) es una citocina 

pertenece a una familia de factores de crecimiento que incluye tres isoformas en humanos, 

TGF-β 1, 2 y 3, las cuales son proteínas pleiotrópicas que controlan numerosas funciones 
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biológicas incluyendo la proliferación, apoptosis, mantenimiento de células troncales, así 

como la progresión y metástasis tumoral (Bierie B. & Moses H., 2006).   

En un estudio realizado en biopsias de mujeres con neoplasias intraepiteliales cervicales 

(NIC) grado I-III y CaCu se demostró que la expresión de TGF-β aumenta en correlación al 

grado de progresión tumoral (Wrzesinski S. et al., 2007; Comerci J. et al., 1996).  

El TGF-β está íntimamente relacionado con la inducción de TEM, la señalización puede ser 

a través de una vía transcripcional Smads-dependiente y una vía transcripcional Smads-

independiente.  

En la vía dependiente de Smads, dichas proteínas se fosforilan y se traslocan al núcleo 

donde controlan la transcripción de “factores de transcripción maestros de la TEM” que 

incluye a las familias Snail, ZEB y bHLH. La activación de estos FTs reprime la expresión 

de genes epiteliales y activan la expresión de genes mesenquimales (Figura 5) (Peinado H. 

et al., 2007). 

 

El TGF- β también puede inducir TEM a través de una vía independiente de Smads a través 

de la activación de vías como Erk/MAPK, GTPasas Rho y PI3K/Akt las cuales regulan 

distintos procesos, como la organización del citoesqueleto, crecimiento celular, 

supervivencia, migración e invasión (Valcourt U. et al., 2005; Derynck R. & Zhang Y., 

2003). 

 

El tratamiento de células con inhibidores químicos que bloquean selectiva o 

específicamente una o varias de estas vías afectan dramáticamente la inducción de la TEM, 

sugiriendo que la activación de la señalización de manera Smad independiente 

complementa a las Smad dependiente (Xu J. et al., 2009).  
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Las células epiteliales sometidas a TEM pueden segregar TGF-β de manera autócrina, pero 

con frecuencia, son las células del microambiente las que proporcionan TGF-β de forma 

parácrina.  

 

Las tres isoformas TGF-β1, TGF-β2 y TGF-β3 inicial la señalización de manera similar 

(Papageorgis P. et al. 2015) debido a que se unen al mismo receptor, por lo que comparten 

la capacidad de inducir la TEM (Miettinen P. et al., 1994; Piek E et al., 1999; Valcourt U et 

al., 2005).  

El TGF-β1 es el factor de crecimiento que más se conoce en la regulación de la TEM, el 

efecto de este en la transdiferenciación de células epiteliales a mesenquimales ha sido 

demostrado en ensayos realizados in vitro e in vivo (Miettinen P. et al., 1994).  

 

Figura 5. TGF-β induce TEM al través de “Factores de transcripción maestros de la TEM” tales como 
Snail, Twist y ZEB, los cuales reprimen la transcripción de genes epiteliales como cadherina-E, 
Claudina, Ocludina e inducen la transcripción de genes mesenquimales como vimentina, cadherina-N, 
fibronectina, etc. (Imagen modificada de: Papageorgis P., 2015; Xu J et al., 2009 Moustakas A & Carl-
Henrik H, 2016). 
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Antecedentes y planteamiento del problema  

La TEM es un proceso biológico en el que se remodela gradualmente la arquitectura de las 

células epiteliales y adquieren una mayor capacidad migratoria favoreciendo la metástasis. 

Las características asociadas a la TEM se pueden adquirir a través de la exposición de las 

células tumorales a señales autócrinas o parácrinas que reciben de los diversos tipos de 

células y componentes que conforman el microambiente tumoral, dichas señales no son 

unidireccionales por lo que se establece una comunicación entre el componente 

mesenquimatoso y el epitelial dentro del tumor (Young H. et al., 2001a; Young H et al., 

2001b). 

En los últimos años se ha reportado que las MSC pueden promover la TEM  en las células 

tumorales a través de la producción de factores solubles tales como  IL-6, IL-8, FGF, EGF, 

IGF-1, HGF, CCL-5 y principalmente TGF-β (Kalluri R. & Weinberg R., 2009). 

 

En estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo se reportó que en co-cultivos de 

células tumorales de cuello uterino CaSki con MSC-CaCu, se induce un incremento de 4 

veces la expresión de TGF-1 lo que sugiere que la presencia de MSC-CaCu en el 

microambiente tumoral del CaCu, podría aumentar el contenido de TGF-β extracelular que 

se encuentra en el estroma invasivo del CaCu (García-Rocha R. et al., 2015).  

 

Por otro lado, se ha documentado que el TGF-β es un potente inductor de la TEM y que los 

niveles extracelulares de dicha citocina aumentan en etapas avanzadas del CaCu (Qureshi 

R. et al., 2015).  

 

Se ha observado que, al co-cultivar células tumorales de cáncer colorrectal en contacto con 

MSC derivadas de médula ósea que expresan TGF-β unido a membrana se induce la TEM 

en las células tumorales, lo cual se comprobó al observar un aumento en la expresión de 

Snail, Slug, ZEB, cadherina-N, disminución en la expresión de cadherina-E y la adquisición 

de un fenotipo mesenquimal (Mele V. et al., 2014). 

 

Con base en estos antecedentes, el presente estudio se realizó con la finalidad de analizar la 

capacidad de MSC-CaCu para inducir cambios asociados con la TEM en células tumorales 
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de CaCu y  si el TGF-β producido por las MSC-CaCu juega un papel importante en este 

proceso. 

 

Hipótesis  

Las MSC-CaCu participan en la inducción de la  TEM en  células tumorales de CaCu a 

través de la producción de TGF-β. 

 

Objetivos  

General: 

Analizar la capacidad de MSC-CaCu para inducir la TEM en células tumorales de CaCu a 

través de la producción de TGF-β.  

Específicos: 

1. Analizar el efecto  de TGF-β en la inducción de la TEM en células tumorales de CaCu.  

 

2. Obtener medios condicionados de MSC-CaCu y evaluar los contenidos de TGF-β en 

cultivos de  células tumorales de CaCu.  

3. Analizar el efecto de medios condicionados de MSC-CaCu en la migración, expresión 

de Snail 1, Twist 1 y vimentina en células tumorales de CaCu. 

 

Estrategia experimental 

 

Objetivo 1. Analizar el efecto  de TGF-β en la inducción de la TEM en células 

tumorales de CaCu.  

Debido a que la TEM es un evento raro in vitro (Brown K. et al.¸ 2004), es decir, que no 

todas las líneas celulares son capaces de recapitular el fenómeno, el primer enfoque fue 

identificar líneas celulares de CaCu que nos permitan estudiar la TEM inducida por TGF-β, 

para ello se utilizaron 8 líneas celulares de CaCu: dos negativas a VPH (C33A y VIBO), 
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dos positivas para VPH-16 (CaSki y SiHa), y cuatro positivas para VPH-18 (HeLa, ROVA, 

VIPA y MS751) las cuales fueron incubadas en medio RPMI suplementado con 0.5% de 

SFB bajo dos condiciones, en ausencia (control negativo) o en presencia de 10 ng/ml de 

TGF-1 recombinante humano (rh-TGF-1). 

Para evaluar la inducción de la TEM en las células tumorales de CaCu se realizaron 

ensayos de migración celular mediante la técnica de cierre de herida para lo cual, se 

cultivaron 100,000 células tumorales en placas de 6 pozos en las condiciones mencionadas 

anteriormente y la migración celular se evaluó durante 72 h. Las células tratadas fueron 

analizadas para la expresión de marcadores de la TEM cadherina-E y vimentina mediante 

citometría de flujo.  

Objetivo 2. Obtener medios condicionados de MSC-CaCu y evaluar los contenidos de 

TGF-β en cultivos de  células tumorales de CaCu.  

Posteriormente se realizaron cultivos de células tumorales de CaCu en placas de 6 pozos 

durante 72 h con medios condicionados provenientes de  muestras de MSC-CaCu y de 

MSC-CN, utilizados como control, para analizar la producción de TGF- mediante la 

técnica de ELISA.  

 

Objetivo 3. Analizar el efecto de medios condicionados de MSC-CaCu en la 

migración, expresión de Snail 1, Twist 1 y vimentina en células tumorales de CaCu. 

Las células tumorales de CaCu en placas de 6 pozos durante 72 h bajo las siguientes 

condiciones: medio RPMI (control basal), 20 ng/ml de rh-TGF-β1 (control positivo), y con 

medios condicionados provenientes de MSC-CaCu y MSC-CN solos o con 10 µg/ml de 

anti-TGF-β. Bajo dichas condiciones se determinó la expresión de vimentina mediante 

citometría de flujo y la capacidad migratoria mediante ensayo de herida.  
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Metodología 

Condiciones de cultivo de las líneas celulares de CaCu 

Las células tumorales de CaCu se cultivaron con medio de cultivo RPMI 1640 de Gibco 

(Life Technologies, USA) suplementado con 10% de suero fetal de bovino (SFB) 

GibcoBRL (Life Technologies) 100 U/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina y 

mantenidas en condiciones de esterilidad en una incubadora (Forma Scientific) a 37°C con 

5% de CO2
 
en un ambiente de humedad saturante. 

Características de las líneas celulares que muestran cambios característicos de la TEM:   

SiHa (ATCC HTB-35, HPV-16+ obtenidas de neoplasia intraepitelial cervical grado) y 

ROVA (HPV-18+ obtenidas de carcinoma de células escamosas en estadio IV-A). 

Condiciones de cultivo de las Células Estromales Mesenquimales (MSC)  

Se utilizaron dos muestras de MSC de tumores de CaCu (MSC-CaCu) y dos de tejido 

cervical sano (MSC-CN) previamente obtenidas y caracterizadas por nuestro grupo de 

investigación con base en los parámetros morfológicos, fenotípicos y de diferenciación 

establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular (Montesinos J. et al., 2013). 

Las MSC fueron mantenidas en medio de cultivo DMEM bajo en glucosa suplementado 

con 5mM de L-glutamina y 15% de SFB (Gibco, USA). 

 

Ensayo de Herida 

Se sembraron 100,000 células de cada línea celular en placas de 6 pozos con medio RPMI 

suplementado al 10% de SFB, una vez que llegaron a una confluencia de ~ 80%, se cambió 

el medio de cultivo a RPMI suplementado con 0.5 % de SFB para disminuir al mínimo la 

tasa de proliferación y se dejó con dicho medio durante 24 h. Posteriormente, con una punta 

estéril de 200µl, se raspó la monocapa de células para generar una herida, se lavó con 

PBS1X y se tomaron fotografías de la misma área cada 24h durante 72h para cada 

condición, con reemplazo de los medios de cultivo cada vez. Las fotografías se obtuvieron 

en un microscopio invertido Zeiss Axiovert 40 CFL con la cámara AxioCam ERc 5s a un 
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aumento de 10 X. El área de la herida se analizó con el software Zen 2 de Zeiss obteniendo 

el área para graficar el porcentaje de cierre.  

Citometría de flujo 

Para analizar la expresión de cadherina-E después de las 72 horas de estímulo, las células se 

lavaron y despegaron de la placa de cultivo, se fijaron con formaldehido al 2% en PBS 

durante 10 minutos, se lavaron y se bloquearon con SFB durante 30 minutos a 4ºC,  se 

lavaron y se incubaron con el anticuerpo mouse anti cadherina-E (Novus bio Cat:7H12) a 

una dilución 1:100 durante 30 minutos a 4 °C, se lavaron y posteriormente se incubaron 

con el anticuerpo secundario anti-mouse IgG- FITC (Sigma Cat: F5262) a una dilución 

1:250 durante 30 minutos a 4°C, se lavaron y finalmente se fijaron con 400 µl de una 

solución de PBS con formaldehído al 1%.   

Para analizar la expresión de vimentina, después de las 72 horas de estímulo, las células se 

lavaron y despegaron de la placa de cultivo, se fijaron con formaldehido al 2% durante 10 

minutos, se lavaron y posteriormente se permeabilizaron con saponina al 0.03 % en PBS,  

se lavaron y después se bloquearon con SFB durante 30 minutos a 4ºC, se lavaron y 

posteriormente se incubaron con el anticuerpo rabbit anti-vimentina marcado con Alexa 

Fluor® 594 a una dilución 1:100 durante 30 minutos a 4°C, se lavaron y finalmente, las 

células se fijaron con 400 µl de una solución de formaldehído al 1%.  

 

La citometría de flujo se realizó adquiriendo 10,000 eventos en el citómetro FACS Canto 

(BD) y los datos se analizaron en el software Summit (DAKO) y FlowJo. 

 

Obtención de medios condicionados   

Se sembraron 800,000 células MSC en cajas Petri de 100 X 15mm con 10 ml de medio 

DMEM bajo en glucosa suplementado con 15 % SFB, se incubaron 24 h para que se 

adhirieran y después de este tiempo se lavaron y se adicionaron 13 ml de  DMEM- bajo en 

glucosa suplementado con 15 % SFB y se incubaron durante 72 h. Posteriormente se 

recuperaron los medios condicionados y se añadió RPMI con 0.5 % de SFB en proporción 

1:1, se centrifugaron durante 10 minutos a 2,000 rpm y se filtraron con membranas de poro 

0.2 µm  para guardarlos a -80 °C hasta su uso.  
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Cuantificación de TGF-β1 por ELISA 

Se sembraron 100,00 células tumorales de CaCu SiHa y ROVA y 100,00 células de cada 

muestra de MSC-CN y MSC-CaCu en placas de 6 pozos, a la par se sembraron 100,00 

células tumorales de CaCu SiHa y ROVA las cuales fueron incubadas con medios 

condicionados de MSC durante 72 h. De cada condición se colectó sobrenadante para 

determinar la concentración de TGF-β1 mediante la técnica de ELISA de acuerdo con el 

procedimiento establecido por el proveedor (R&D). Para ello, primero se fijó el anticuerpo 

de captura en una placa de 69 pozos de fondo plano (Corning, NY, USA) durante toda la 

noche, al día siguiente se lavó la placa 4 veces con 300 l de amortiguador de lavado 

compuesto de 0.05% de Tween 20 (Sigma-Aldrich) en PBS.  Posteriormente se bloqueó 

con 300 l de solución amortiguadora compuesta de 1% de albúmina sérica bovina (BSA, 

Sigma-Aldrich), y se incubó por 1 h, se lavó la placa y se adicionó el anticuerpo estándar y 

los sobrenadantes de los cultivos, incubando por 2 h, al término de este tiempo nuevamente 

se lavó la placa, se adicionó el anticuerpo de detección y se incubó por 2 h. Después de 

lavar la placa, se adicionó avidina-HRP conjugada y se incubó durante 30 min. La placa se 

lavó 3 veces y se adicionó el sustrato, se incubó 30 minutos, y finalmente, la cuantificación 

se realizó en un lector para placas EPOCH (BioTek Instruments, Inc. Winooski, USA) a 

450 nm con una corrección de 540 nm. Esta corrección se realizó con la finalidad de 

eliminar variaciones en la lectura provocadas por las imperfecciones ópticas en la placa. 

Las lecturas realizadas directamente a 450 nm sin corrección pueden ser más altas y menos 

precisas. 

Extracción de RNA 

Después de 72 h de cultivo de las líneas celulares de CaCu con medios condicionados de 

MSC, se realizó la extracción de RNA con el uso de trizol (Invitrogen, California, USA.), 

se disolvió en 15 µl de agua DEPC (Invitrogen) y posteriormente se cuantificó en EPOCH 

(BioTek Instruments, Inc. Winooski, USA), se utilizaron las muestras cuya pureza fuera 

igual o mayor a 1.8 de acuerdo al parámetro 260/280. La absorbancia máxima de los ácidos 

nucleicos es de 260 nm y la de la mayoría de las proteínas es de 280 nm. La relación 

260/280 se utiliza como una medida de pureza en las extracciones de DNA y RNA. Una 
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muestra cuya relación de 260/280 sea mayor a 1.8 se acepta generalmente como pura 

(Wilfinger W. et al., 1997).  

 

qRT-PCR 

La reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa cuantitativa es una técnica 

que permite analizar la expresión genética de manera cuantitativa. La técnica consta de dos 

pasos: el primer paso es la retro transcripción de las copias de RNA de una muestra para 

obtener cDNA (RT-PCR) y el segundo paso es la PCR en tiempo real, en donde se 

cuantifica en número de copias de cDNA de dicha muestra.   

 

RT-PCR 

Para llevar a cabo la reacción de la retrotranscripción (RT) se utilizó el kit High Capacity 

RNA-to-cDNA (Applied Biosystems, California, USA) utilizando 500 ng de RNA como 

templado siguiendo las condiciones que se muestran en la tabla 2. 

Tabla 2.  Mezcla de reacción para la retrotranscripción. 

 

COMPONENTE 

 

VOLUMEN POR REACCIÓN 

 

REACCIÓN RT (+) 

 

  REACCIÓN RT (-) 

2X RT Buffer Mix 

 

10 µl 10 µl 

20X RT Enzyme Mix 

 

1 µl - 

Muestra de RNA 

 

< a 9 µl (suficiente para 500 ng) < a 9 µl (suficiente para 500 ng) 

 H2O libre de nucleasas 

 

Lo necesario para llevar a 20 µl Lo necesario para llevar a 20 µl 

Total 

 

20 µl 20 µl 

 

La reacción de retrotranscipción para obtener cDNA se realizó en el termocilador (TC1000-

G Dragon Laboratory Instruments, Beijing), de acuerdo a las instrucciones del fabricante 

como lo muestra la tabla 3. 
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Tabla 3. Programa para RT-PCR 

 Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 

Temperatura 37 °C 95 °C 4 °C 

Tiempo 60 min 5 min ∞ 

  

PCR en tiempo real  

En los cDNAs obtenidos se analizó la expresión de 2 genes por PCR en tiempo real o 

cuantitativo (qRT-PCR) utilizando como control endógeno el gen de H6PD, las secuencias 

de los iniciadores, el amplicón y las temperaturas de alineamiento se muestran en la Tabla 

4. Todas las reacciones de qRT-PCR se llevaron a cabo en un equipo Light Cycler 480 

Real-Time PCR System (Roche Diagnostic, Manheim, Germany), siguiendo el protocolo 

de LightCycler 480 Probe Master (Roche Diagnostic). Al final se obtuvo el Ct para 

cuantificar la expresión relativa de los genes de interés con respecto al gen de referencia 

H6PD. El Ct (ciclo umbral) es el punto en el que la curva de reacción comienza su fase 

exponencial. Los valores de Ct son inversos a la cantidad de ácido nucleico que está en la 

muestra, y se correlacionan con la cantidad de copias en la muestra.  

Tabla 4.  Secuencias de oligonucleótidos para amplificar genes involucrados en la 

TEM mediante qRT-PCR 

Marcador Primer Tamaño Posición Tm %GC Secuencia Sonda 

 

SNAIL 1 

Left 21 147 - 167 59 52 GCTGCAGGACTCTAATCCAGA # 11 

Right 18 213 - 230 60 61 ATCTCCGGAGGTGGGATG 

 

TWIST 1 

Left 25 1352 – 1376 59 40 GGCATCACTATGGACTTTCTCTATT # 6 

Right 21 1426 - 1446 60 48 GGCCAGTTTGATCCCAGTATT 

 

 H6PD 

Left 20 1373 - 1392 59 55 GCTACGCTCGGATCTTGTTC # 40 

Right 18 1415 - 1432 59 56 CCCAGTGCTTTTCGCTCT 
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Análisis estadísticos 

Los resultados se expresan como la media ± desviación estándar (DE) de los experimentos 

realizados por duplicado. Se realizó la prueba de análisis de varianza unidireccional 

(ANOVA) para determinar si existen diferencias entre las medias. Se utilizó como prueba 

post hoc la prueba t de Student para comparar entre dos condiciones utilizando el software 

GraphPad Prism, versión 7.0. Los valores de P se representan de la siguiente manera: ≤0.05 

por un asterisco *, ≤0.01 por dos asteriscos ** y ≤ 0.001 por tres asteriscos ***. 

 

Resultados  

TGF-β induce cambios asociados con la TEM en células tumorales de CaCu 

La adquisición de una mayor capacidad migratoria, así como de cambios fenotípicos que 

incluyen la disminución de moléculas de adhesión celular como la cadherina-E, y la 

adquisición de marcadores mesenquimales como vimentina, son rasgos característicos de la 

TEM en las células tumorales (Xie L. et al., 2004). El primer enfoque de nuestro estudio 

fue identificar la capacidad de TGF-β para inducir estos cambios en células tumorales de 

CaCu. Para ello, se utilizaron 8 líneas celulares de CaCu: dos VPH negativas (C33A y 

VIBO), dos positivas para VPH-16 (CaSki y SiHa), y cuatro positivas para VPH-18 (HeLa, 

ROVA, VIPA y MS751), las cuales fueron cultivadas in vitro, en ausencia (control 

negativo) o presencia de 10ng/ml de TGF-1 recombinante humano (rh-TGF-1). El 

tratamiento de las células tumorales de CaCu con rh-TGF-1 indujo incremento en la 

capacidad migratoria en las líneas celulares CaSki, SiHa, HeLa, ROVA y MS751 a través 

de la técnica denominada cierre de herida (Figuras 6 a, b y c). Es importante resaltar que rh-

TGF-1 indujo la mayor capacidad migratoria en las líneas SiHa (70%) (Figura 6 b), Hela 

(90%)  y ROVA (80%) (Figura 6 c). Sin embargo, el tratamiento con rh-TGF-1 no 

modificó la capacidad migratoria de las líneas celulares C33A (Figura 6 a) y VIPA (Figura 

6 b) que presentaron de manera basal la menor y mayor capacidad migratoria, 

respectivamente.  
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Figura 6. Ensayo de cierre de herida en células tumorales de CaCu. Microfotografías de las líneas celulares de 
CaCu a) VPH- C33A y VIBO; b) VPH 16+ CaSki y SiHa; y c) VPH 18+ HeLa, ROVA, VIPA, MS751 cultivadas durante 
72 h con medio RPMI suplementado con 0.5 % de SFB en presencia (+) o ausencia (-) de 10 ng/ml de TGF-β. 
Microfotografías en aumento 10 X. En la parte inferior de las microfotografías se muestra gráficamente el 
porcentaje de cierre de herida, el cual se determinó con software Zen 2 al término del cultivo celular como se 
describe en los métodos. Ensayo representativo de tres realizados de manera independiente.   
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De manera interesante, las líneas celulares que presentaron la mayor capacidad migratoria; 

CaSki, SiHa, Hela y ROVA, también mostraron disminución en la expresión de cadherina-

E respecto a su expresión basal cuando fueron cultivadas en presencia de rh-TGF-1 

(Figura 7). Es importante hacer notar que los cambios característicos de la TEM como el 

aumento de la  migración, disminución de cadherina-E y aumento de vimentina, cuando se 

adiciona rh-TGF-β1 en las líneas celulares SiHa y ROVA cultivadas en presencia de  rh-

TGF-1, por lo que se utilizaron estas líneas celulares en los estudios posteriores.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Efecto del TGF-1 sobre la expresión de cadherina-E y vimentina en células tumorales 
de CaCu.  Células tumorales de CaCu: C33A, VIBO, CaSki, SiHa, HeLa, ROVA, VIPA y MS751 fueron 
cultivadas durante 72 h en ausencia (barras en color negro) o presencia (barras en color gris) de 10 

ng/ml de TGF-1. Posteriormente se determinó la expresión de cadherina-E y vimentina mediante 
citometría de flujo. Se muestra la intensidad media de fluorescencia (IMF) normalizada contra el 
control. Ensayo representativo de tres realizados de manera independiente.  
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Los medios condicionados de MSC inducen incremento en la producción de TGF-1 

en células tumorales de CaCu 

Las células epiteliales pueden segregar TGF-β de una manera autócrina, pero con 

frecuencia, son las células del microambiente las que proporcionan una mayor cantidad de 

TGF- β de forma parácrina. 

 

En estudios previos, nuestro grupo de trabajo observó que células tumorales CaSki 

incrementan la producción de TGF-1 cuando son co-cultivadas con MSC-CaCu, 

sugiriendo que factores producidos por las MSC promueven la producción de este factor 

(García-Rocha R., 2015).  En el presente trabajo se analizó el efecto de medios 

condicionados de MSC-CN y MSC-CaCu en la producción de TGF- en el cultivo de las 

líneas celulares SiHa y ROVA. Para este propósito, las células SiHa y ROVA fueron 

cultivadas durante 72 h en presencia de medios condicionados de MSC-CN y MSC-CaCu, 

al término de la incubación se analizó la concentración de TGF- en los sobrenadantes. 

Como se muestra en la figura 8, para ambas líneas celulares se incrementó de manera 

significativa la concentración de TGF- en los sobrenadantes de los cultivos celulares. La 

concentración media basal de TGF- en el cultivo de las células SiHa fue de 126.86 pg/ml 

(Figura 8 a) y en ROVA de 187.83 pg/ml (Figura 8 b). En presencia de los medios 

condicionados de MSC-CN o de MSC-CaCu, los contenidos de TGF- en las células SiHa 

incrementaron hasta 1509.03 pg/ml y 831.13 pg/ml, respectivamente (Figura 8a); mientras 

que en los cultivos de ROVA los contenidos incrementaron hasta 1444.96 pg/ml y 847.73 

pg/ml, respectivamente (Figura 8b). Es importante mencionar que las concentraciones 

medias basales de TGF- de la dilución 1:1 con RPMI de los sobrenadantes de MSC-CN y 

MSC-CaCu fueron de 637.49 pg/ml y 438.90 pg/ml respectivamente, dichos medios 

condicionados se utilizaron en ensayos posteriores. Con base en los resultados obtenidos, la 

adición de medios condicionados de MSC-CN a los cultivos de las líneas celulares 

incrementó de manera significativa la producción de TGF  para SiHa (P<0.01) y ROVA 

(p<0.05) y la adición de medios condicionados de MSC-CaCu para SiHa (P<0.01) y en 

ROVA (p<0.01). De manera interesante, la adición de anticuerpo neutralizante anti-TGF-β 

al inicio de los cultivos, bloqueó en más de 80% la producción de TGF-β en los cultivos de 

ambas líneas celulares (Figura 8). 
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Las células tumorales de CaCu cultivadas en presencia de medios condicionados de 

MSC incrementan su capacidad migratoria 

Está documentado que el TGF-β es un potente inductor de la TEM y favorece la capacidad 

migratoria de células tumorales (Qureshi R. et al., 2015). Tomando en consideración que 

los cultivos de SiHa y ROVA en presencia de los medios condicionados de MSC 

incrementaron la producción de TGF-β, se procedió a analizar si bajo estas condiciones las 

células tumorales incrementan también su capacidad migratoria. De manera interesante, los 

sobrenadantes de MSC-CN y MSC-CaCu incrementaron significativamente la capacidad 

migratoria de las células tumorales de CaCu. En la línea celular SiHa se observó un 

incremento en el porcentaje de cierre de la herida de 77.3 % y 75.1 % con los 

sobrenadantes de MSC-CN y MSC-CaCu, respectivamente (Figuras 9a y 9b); mientras que 

en las células ROVA, se observó un incremento de 58.7 % y 60%, respectivamente 

Figura 8. Medios condicionados de MSC inducen incremento en la concentración de TGF- en 
cultivos de células tumorales de CaCu. Las células tumorales SiHa a) y ROVA b) fueron cultivadas 
durante 72 h en presencia de sobrenadantes de MSC-CN o MSC-CaCu. Se adicionó anticuerpo 
neutralizante anti-TGF-β para comprobar la eficiencia de bloqueo. Las diferentes condiciones se 
normalizaron restando la concentración basal de TGF-β de ambas líneas celulares, respectivamente. 

La concentración de TGF- se cuantificó mediante la técnica de ELISA. DE de dos ensayos realizados. 
P ≤0.05 *, P≤0.01**. 
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(Figuras 10a y 10b). Por otra parte, la adición de rh-TGF-β1 incrementó en 

aproximadamente 40 % la capacidad migratoria de las células SiHa y ROVA (Figuras 9 y 

10). Además, la adición de 10 µg/ml de anticuerpo neutralizante anti-TGF-β redujo 

significativamente la migración inducida por los medios condicionados de MSC-CN y 

MSC-CaCu. En el caso de la línea celular SiHa el porcentaje de migración se redujo en 

56.4 % y 53 %  respectivamente y en la línea celular ROVA en 14.2% y 13.4 %  lo cual 

sugiere que los medios condicionados de MSC-CN y MSC-CaCu favorecen la capacidad 

migratoria de las células tumorales SiHa y ROVA, y que TGF-β juega un papel importante 

en este proceso.  

 

 

       

Figura 9. Incremento en la capacidad migratoria de las células SiHa en presencia de medios condicionados 

de MSC. Células SiHa fueron cultivadas en ausencia o presencia de 20 ng/ml de rh-TGF-β1, y con medios 

condicionados de MSC-CN (a) y MSC-CaCu (b) durante 72 h y mediante ensayo de herida se analizó la 

migración. Microfotografías representativas de una muestra de MSC-CN y una de MSC-CaCu. En las gráficas se 

representa el porcentaje de cierre en cada tiempo ± la DE de dos ensayos realizados por duplicado. 
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Los medios condicionados de las MSC inducen incremento en la expresión de los 

factores de transcripción Snail 1 y Twist 1 en células tumorales de CaCu  

Durante la TEM ocurre la activación de genes maestros como Snail, Twist y ZEB, los 

cuales reprimen la transcripción de genes que codifican para proteínas que se expresan en 

epitelios, como cadherina-E, Claudina, Ocludina e inducen la transcripción de genes 

mesenquimales como vimentina, cadherina-N, fibronectina etc. (Papageorgis P. et al. 

2015). En el presente trabajo se analizó si la expresión de Snail 1 y Twist 1 es modificada 

en células tumorales de CaCu cultivadas con medios condicionados de MSC-CN y MSC-

Figura 10. Incremento en la capacidad migratoria de las células ROVA en presencia de medios 

condicionados de MSC. Células ROVA fueron cultivadas durante 72 h en ausencia o presencia de 20 

ng/ml de rh-TGF-β1, y con medios condicionados de MSC-CN (a) y MSC-CaCu (b).Mediante ensayo de 

herida se analizó la migración a las72 h. Microfotografías representativas de una muestra de MSC-CN 

y una de MSC-CaCu. En las gráficas se representa el porcentaje de cierre en cada tiempo ± la DE de 

dos ensayos realizados por duplicado.   
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CaCu. Con este propósito, las líneas celulares SiHa y ROVA fueron cultivadas durante 72 h 

con medios condicionados, posteriormente se analizó mediante qRT-PCR la expresión 

relativa de Snail 1 y Twist 1. Para la línea celular SiHa cultivada con medios condicionados 

de MSC-CN y MSC-CaCu se observó un incremento de Snail 1 de 3.6 y 3.8 veces 

respectivamente, respecto a la expresión basal de este factor (Figura 11 A); mientras que 

Twist 1 aumentó su expresión de 2.6 y 3.4 veces, en presencia de los respectivos medios 

condicionados (Figura 11 B). En el caso de en la línea celular ROVA cultivada con medios 

condicionados de MSC-CN y MSC-CaCu, Snail 1 aumentó su expresión al de 2.3 y 2.5 

veces respectivamente (Figura 12 A) y Twist 1 aumento de 3.1 y 3.6 veces, 

respectivamente (Figura 12 B) al comparar con la expresión basal. Cuando ambas líneas 

celulares fueron cultivadas con medios condicionados de MSC-CN y MSC-CaCu, 

superaron al efecto ejercido por rh-TGF-β1 utilizado como control positivo. La adición de 

anti-TGF-β revirtió significativamente (P<0.5) entre el 31.8 % y 89.8 % el efecto de los 

medios condicionados en la expresión de los factores de transcripción Snail 1 y Twist 1 

para ambas líneas celulares. Estos resultados sugieren que el TGF-β de las células 

tumorales SiHa y ROVA  cultivadas con medios condicionados de las MSC-CN y MSC-

CaCu juega un papel importante en la inducción de la expresión de factores de 

transcripción maestros de la TEM, tal como se ha demostrado previamente por Li, Y. et al., 

2014. Lo cual permite sugerir que la presencia de MSC en el microambiente tumoral de 

CaCu puede favorecer la TEM en las células tumorales a través de la producción de TGF-β. 
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Figura 11. Inducción de la expresión de Snail 1 y Twist 1 en la línea celular SiHa con medios condicionados de MSC . 
Las células SiHa fueron cultivadas durante 72 h en presencia de 20 ng/ ml de rh-TGF-β1 o medios condicionados de 

MSC-CN y MSC-CaCu. Se añadieron 10 µg/ml de anticuerpo neutralizante anti-TGF- (α TGF-). La expresión de los 
factores de transcripción Snail 1 (a) y Twist 1 (b) se determinó mediante qRT-PCR. El rh-TGF-β1 induce un aumento en 
la expresión de Snail 1 y de Twist 1, sin embargo, con los sobrenadantes el incremento fue aún mayor, la adición de 

anti-TGF- inhibió el efecto de dicha citocina ya que se observó una disminución de la expresión tanto de Snail 1 
como de Twist 1. Se muestra la expresión relativa al control comparada con el gen endógeno H6PD ± DE de dos 
ensayos P ≤0.05 * y P≤0.01**. 



 

34 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Las MSC inducen cambios en la expresión de Snail 1 y Twist 1 en la línea celular de CaCu ROVA. Las 
células ROVA fueron cultivadas durante 72 h en presencia de 20 ng/ml de rh-TGF-β1, medios condicionados de 

MSC-CN y MSC-CaCu o 10 µg/ml de anticuerpo neutralizante anti-TGF- (α-TGF-). La expresión de los factores 
de transcripción Snail 1 (a) y Twist 1 (b) se determinó mediante qRT-PCR. El Rh-TGF-β1 indujo un aumento en 
la expresión de Snail 1 y de Twist 1 pero el incremento es aún mayor al cultivar la línea celular con medios 

condicionados, la adición de anti-TGF- junto con los medios condicionados, inhibió el efecto de dicha citocina 
favoreciendo la disminución de la expresión de ambos factores de transcripción. Se muestra la expresión 
relativa al control comparada con el gen endógeno H6PD ± DE de dos ensayos P ≤0.05 *, P≤0.01**.  
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Los medios condicionados de las MSC inducen incremento en la expresión de 

vimentina en células tumorales de CaCu 

Con la finalidad de indagar si el incremento en la expresión de los factores de transcripción 

Snail 1 y Twist 1 observado en las líneas celulares SiHa y ROVA cultivadas con medios 

condicionados de las MSC, repercute en la expresión de algún marcador de tipo 

mesenquimal en las células tumorales de CaCu, se analizó la expresión de vimentina en 

ambas líneas celulares cultivadas con medios condicionados. En la línea celular SiHa 

incubada con medios condicionados de MSC-CN y MSC-CaCu la expresión de vimentina 

se incrementó en 20.35 % y 25.91 % respectivamente (Figuras 13a y 13c), sin embargo 

dicho aumento no fue significativo respecto a la expresión basal de esta proteína en las 

células SiHa. En el caso de la línea celular ROVA, la expresión de vimentina aumentó 

significativamente respecto a la expresión basal, alcanzando un aumento de 113.92% con 

medios condicionados de MSC-CN y 107.83 % con medios condicionados de MSC-CaCu 

(Figura 13b y 13d). Cabe mencionar que el cultivo de estas líneas celulares con rh-TGF-β 

incrementó la expresión de vimentina de manera similar a la producida por los medios 

condicionados de las MSC. Mientras que, la adición del anticuerpo neutralizante anti-TGF-

β revirtió el efecto inducido por los sobrenadantes de las MSC en ambas líneas celulares, lo 

que indica que dicha citocina participa en la regulación de la expresión de vimentina, 

principalmente en la línea celular ROVA. Con base en dichos resultados se determinó que 

los medios condicionados de las MSC-CN y MSC-CaCu fueron capaces de inducir cambios 

asociados con la TEM como el aumento en la migración y en la expresión de Snail 1 y 

Twist 1 en las líneas celulares SiHa y ROVA, en donde TGF-β participa de manera 

importante.  
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Figura 13. Los medios condicionados de MSC inducen incremento en la expresión de vimentina en células tumorales 
de CaCu. Las células SiHa y ROVA fueron cultivadas durante 72 h en presencia de medios condicionados de MSC-CN y 

MSC-CaCu, Se utilizó 10 µg/ml de anticuerpo neutralizante anti-TGF- (α TGF-), para inhibir el efecto de esta citocina. 
Se muestran los histogramas representativos del nivel de vimentina detectado mediante citometría en las líneas 
celulares SiHa (a) y ROVA (b) cultivadas con medio RPMI al 0.5% de SFB (azul), 20 ng/ml de rh-TGF-β1 (verde) o en 
presencia de medios condicionados de MSC (gris) y medios condicionados en presencia del anticuerpo neutralizante 
anti-TGF-β (rojo). La autofluorescencia (AF) de cada línea celular es mostrada en negro. (c y d) Gráficas de la intensidad 
media de fluorescencia ± DE del nivel de vimentina de dos ensayos realizados de manera independiente. Las diferencias 
significativas entre los tratamientos son indicadas como: *, P ≤0.05; **, P≤0.01.  
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Discusión  

La TEM es un proceso que permite a las células tumorales adquirir una mayor capacidad 

migratoria favoreciendo la metástasis. Las características asociadas a la TEM se pueden 

adquirir a través de la exposición de las células tumorales a estímulos provenientes de 

diversos componentes del microambiente tumoral.  

En el presente estudio encontramos que el TGF-β1 producido por MSC-CN y MSC-CaCu 

participa en la inducción de la TEM en  las líneas celulares de CaCu, SiHa y ROVA, 

observándose en ellas incremento en la expresión de Snail 1, Twist 1 y vimentina, además 

de incremento en su capacidad migratoria. Estos resultados concuerdan con los obtenidos 

por el grupo de Mc Andrews y colaboradores (2015), quienes observaron que MSC inducen 

migración direccional a través de la señalización de TGF-β en la línea celular de cáncer de 

mama MDA-MB-231. No obstante, otros estudios han mostrado que las MSC pueden 

inducir la TEM en células tumorales a través de diversos mecanismos, como lo reportado 

por Li y colaboradores (2017), quienes describieron que los medios condicionados de MSC 

de cordón umbilical, tejido adiposo y médula ósea promueven la migración de la línea 

MDA-MB-231 al regular la fosforilación de receptores de insulina. En otro estudio de 

cáncer de próstata, empleando un modelo  murino, se observó que las MSC se integran en 

el estroma tumoral y se convierten en fibroblastos asociados al cáncer (CAF) y secretan 

CXCL12, la cual induce la TEM y promueve la metástasis tumoral a distancia (Jung Y et 

al., 2013). Asimismo, en cáncer de páncreas se observó que las MSC inducen TEM en las 

células tumorales a través de la activación de la vía Notch  mediante la producción de 

Jagged-1 (Kabashima-Niibe A. et al., 2013). En el caso particular del CaCu, se ha reportado 

que los niveles de TGF-β en suero y tejidos de cuello uterino de pacientes con diferentes 

estadios de la enfermedad correlaciona con la gravedad de la lesión (Bermúdez-Morales V 

et al., 2008). El presente estudio aporta la primera evidencia de que  MSC presentes en los 

tejidos tumorales  (MSC-CaCu),  pueden participar en la producción de TGF-β, el cual  

participa de manera importante en la inducción de la TEM de las células tumorales de 

CaCu.  
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El TGF-β es uno de los inductores más potentes de la TEM, las tres isoformas (TGF-β1, 

TGF-β2 y TGF-β3) comparten la capacidad de inducir dicho proceso (Miettinen P. et al., 

1994; Piek E et al., 1999; Valcourt U et al., 2005), sin embargo, varios reportes coinciden 

que TGF-β1  tiene  el mayor efecto (Moustakas A & Carl-Henrik H, 2016; Yi J et al., 

2002). En el presente trabajo identificamos que TGF-β1 presente en los medios 

condicionados de las MSC y el producido por las células tumorales de CaCu es uno de los 

factores principales en la inducción de la TEM en las células tumorales de CaCu. De hecho, 

observamos que la producción de TGF-β1 en los cultivos celulares prácticamente duplicó a 

la producida de manera basal por las células tumorales y la cantidad contenida en los 

sobrenadantes de las MSC. La inducción de la producción de TGF-β1 en las células 

tumorales de CaCu puede deberse a que en los  medios condicionados de MSC-CaCu y 

MSC-CaCu existen factores solubles, tal como IL-10,  que pueden promover la producción 

de TGF-β en las células tumorales de CaCu (García-Rocha R. et al., 2015).  

Aunque la TEM es un evento que raramente puede producirse in vitro (Brown K et al., 

2003), el primer enfoque del estudio fue identificar la línea celular que nos permitiera 

analizar la TEM inducida por TGF-β1 para lo cual 8 líneas celulares de CaCu se cultivaron 

con rh-TGF-β1 y sólo en las líneas SiHa y ROVA se observaron cambios característicos de 

la TEM por lo cual se utilizaron en los ensayos posteriores. 

Con respecto a la concentración de TGF-β1 en las MSC-CN y MSC-CaCu se observó que 

fue muy similar en MSC-CN y MSC-CaCu, incluso fue mayor en MSC-CN, hasta el 

momento se desconoce a qué se debe ese fenómeno, sería importante analizar el perfil de 

citocinas para conocer las diferencias o similitudes entre MSC-CN y MSC-CaCu, por otro 

lado, a pesar de que in vivo las dos fuentes de MSC indujeron efectos similares, es posible 

que in vivo haya una mayor cantidad de MSC-CaCu, en este sentido, también hay reportes 

en donde se ha observado que los efectos inducidos por MSC provenientes de distintas 

fuentes no difieren (Li P et al., 2017). 

En el presente estudio se observaron cambios característicos de la TEM en las células 

tumorales de CaCu SiHa y ROVA  cultivadas en presencia de los medios condicionados de 

MSC-CN y MSC-CaCu. Tomando en cuenta el TGF-β induce  la TEM a través de las vías 

Smads-dependiente y Smads-independiente para activar a los “factores maestros de la 
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TEM”,  tales como Snail, Twist y ZEB, los cuales a su vez  reprimen la expresión de genes 

epiteliales (ej. cadherina-E) y activan la expresión de genes mesenquimales (ej. vimentina) 

(Peinado H. et al. 2007; Fan Q. et al., 2015), y que la concentración de TGF-β1 fue 

incrementada sustancialmente en los cultivos de las células SiHa y ROVA, en  principio 

analizamos la expresión de los factores de transcripción Snail 1 y Twist 1 en las células 

tumorales tratadas con los medios condicionados de las MSC. De manera interesante, 

encontramos un incremento significativo en la expresión de dichos factores en las células 

tumorales de CaCu cultivadas con los medios condicionados, el cual fue revertido al 

adicionar anti-TGF-β1, confirmando el papel de esta citocina en la inducción de la TEM.   

Por otro lado, la vimentina es uno de los marcadores ampliamente reportados para el 

desarrollo de TEM, su expresión está asociada con el potencial invasivo y migratorio en 

células de CaCu in vitro (Gilles C et al., 1996), incluso se ha utilizado como marcador 

clínico-patológico relacionado con la progresión del carcinoma escamoso de cérvix (Husain 

N et al. 2015). También se ha reportado que el factor de transcripción Twist1 induce la 

expresión de genes mesenquimales, como vimentina (Lv N. et al., 2016; Fan Q. et al., 

2015). Por esa razón analizamos la expresión de vimentina en las líneas celulares SiHa y 

ROVA y observamos que su expresión incrementó significativamente, principalmente en la 

línea celular ROVA.  De hecho, la línea celular ROVA que fue aislada que de un tumor en 

estadio clínico IV-A, expresó mayores niveles de vimentina y fue más inducible a 

incrementar esta proteína en presencia de los medios condicionados de las MSC-CN y 

MSC-CaCu, lo cual va acorde con el hecho de que la expresión de esta proteína incrementa 

con el grado de avance de la enfermedad. Aunado a estos cambios fenotípicos, también 

observamos que las células tumorales cultivadas en presencia de los medios condicionados 

de las MSC-CN y MSC-CaCu incrementaron significativamente su capacidad migratoria, e 

incluso en mayor proporción que la inducida por rh-TGF-β1, lo cual sugiere que otros 

factores promotores de la TEM,  como IL-6, EGF y HGF,  puedan estar contenidos en los 

medios condicionados de las MSC-CaCu y MSC-CN (Corcoran K. et al., 2008; Kalluri R. 

& Weinberg R., 2009).  

En general, los resultados obtenidos en este estudio  concuerdan con los reportados en 

cáncer de mama, donde se observó que MSC obtenidas de tejido adiposo humano co-

cultivadas con MCF-7 (línea celular de cáncer de mama) inducen la activación de la TEM 
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en células MCF-7 a través de  TGF-β1  (Xu Q. et al. 2012); y en células de melanoma 

cultivadas con medios condicionados de MSC obtenidas de médula ósea adquirieron una 

morfología mesenquimal y expresaron marcadores específicos de TEM, como cadherina-N, 

vimentina, α-SMA y los factores de transcripción Snail y Slug a través de la señalización de 

TGF-β, lo cual se comprobó al inhibir el efecto de esta citocina con un péptido denominado 

P17, el cual impide que TGF- β se una a su receptor (Laurenzana A. et al., 2015). Estos 

estudios en conjunto revelan que en condiciones de contacto célula-célula o a través de 

factores solubles, como lo observado en este estudio, las MSC ejercen un efecto importante 

la inducción de la TEM en las células tumorales. Además el TGF-β secretado o anclado a la 

superficie de las MSC (Mele V. et al., 2014) es uno de los principales factores promotores 

de la TEM.  

Finalmente, es importante tomar en cuenta que en nuestro estudio, al utilizar las líneas 

celulares SIHA (VPH-16+) y ROVA (VPH-18+), la presencia de algunas oncoproteínas 

virales pueden favorecer la aparición de características asociadas a la TEM. Por ejemplo, se 

ha reportado que en estudios in vitro, la oncoproteína viral E5 de VPH-16 y 18 desempeña 

un papel en la promoción de la proliferación, migración e invasión de células de cáncer de 

cuello uterino SiHa y HeLa  (Shujie L et al., 2013). También la oncoproteína E6 de VPH-16 

induce la migración de las líneas celulares de CaCu SiHa y CaSki al aumentar la expresión 

de uPA (YCL Au et al., 2011); mientras que en el caso  de VPH-18, E6 induce la expresión 

de eIF4E, importante para promover la proliferación y migración de la línea celular HeLa 

(Wang S et al., 2013).  

Por tanto, la persistencia de la infección de genotipos de VPH de alto riesgo, asociados con 

la presencia de MSC y la producción de altos niveles de TGF-β a nivel tisular, pueden ser 

indicativos de un pronóstico desfavorable al promover cambios asociados con la TEM en 

las células tumorales de CaCu. 
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Conclusiones 

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo se concluye que las MSC-CN y 

MSC-CaCu  son capaces de inducir cambios fenotípicos y funcionales asociados a la TEM,  

tales como la   inducción en la expresión de Snail 1 y Twist 1,   aumento en el nivel de  

vimentina y aumento  en la capacidad migratoria en  células tumorales de CaCu (SiHa y 

ROVA)  a través de la producción de TGF-β. Lo cual sugiere que la presencia de MSC en 

el microambiente tumoral puede participar en la inducción de la TEM en las células 

tumorales y promover su capacidad metastásica a través de la producción de factores 

solubles como el TGF-β.  

 

Perspectivas 

Realizar un ensayo de Milliplex para determinar qué otras citocinas liberadas por MSC- CN 

y MSC-CaCu son capaces de inducir la TEM actuando en colaboración con TGF-β. 

Realizar ensayos de invasión en cámaras transwell con matrigel para investigar si las 

células tumorales de CaCu cultivadas con medios condicionados de las MSC aumentan su 

capacidad invasiva.  

Analizar una mayor cantidad de marcadores de TEM, como cadherina-N, y factores de 

transcripción como ZEB.   

Realizar un ensayo in vivo en un modelo murino para determinar si los sobrenadantes de las 

MSC favorecen la metástasis.  
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