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RESUMEN

A nivel mundial, el cancer cervicouterino (CaCu) es el cuarto con mayor incidencia
y mortalidad en mujeres. En México, este tipo de cancer es el segundo en
incidencia y es la segunda causa de muerte por padecimientos oncoldgicos en
pacientes femeninos. Se ha sugerido que las células estromales mesenquimales
(MSCs) forman parte del microambiente tumoral y podrian tener una capacidad
inmunosupresora que favoreceria el desarrollo del tumor. Particularmente en el
caso de CaCu, nuestro grupo de investigacion demostré la presencia de MSCs en
tumores de pacientes (CaCu-MSCs), las cuales disminuyeron la expresion de
moléculas del antigeno leucocitario humano clase | (HLA 1) en las células
tumorales y por lo tanto evadieron la actividad citotoxica de los linfocitos CD8+ en

contra de ellas.

A la fecha no se conoce si las CaCu-MSCs tienen capacidad inmunosupresora
sobre los componentes celulares del sistema inmune y particularmente sobre las
células NK que participan en la eliminacion de las células malignas, lo cual podria
favorecer el crecimiento tumoral. En el presente estudio hemos comparado a las
MSCs provenientes de cérvix normal (CN-MSCs) y CaCu-MSCs en términos de
sus propiedades inmunosupresoras sobre poblaciones enriquecidas de células NK
CD56+. Como control se utilizaron MSCs de médula 6ésea (MO-MSCs), las cuales
han demostrado una adecuada capacidad inmunosupresora sobre las células NK.
Nuestros resultados confirmaron el potencial inmunosupresor de las MO-MSCs y

demostramos que las CaCu-MSCs, a diferencia de las CN-MSCs, presentan



capacidad de inmunosupresiéon sobre las células NK. Se observd que las CaCu-
MSCs expresan cadenas relacionadas al MHC clase | A 'y B (MICA/B) en su
membrana, ligandos que activan a las células NK. Interesantemente dichas
moléculas disminuyeron cuando las CaCu-MSCs se cultivaron en presencia de
células NK activadas y bajo esta condicion, las CaCu-MSCs disminuyeron de
manera significativa la proliferacion y capacidad citotoxica de las células NK. La
disminucién de la proliferacién y capacidad citotdxica de las células NK en estos
cocultivos correlaciond con un incremento en la produccion de Indolamina 2-3
dioxigenasa (IDO) y Prostaglandina E2 (PGE2) en las CaCu-MSCs y de IL-10 en
las células NKT. De manera interesante, en los cocultivos con CaCu-MSCs, no
observamos disminucion en la produccion de Interferon gama (IFNy) en las células
NK, citocina que favorece la produccion de moléculas inmunosupresoras en las
MO-MSCs. Nuestros resultados indican que las CaCu-MSCs tienen capacidad
inmunosupresora sobre las células NK y sugieren que dicha propiedad podria dar
protecciobn inmune a las células tumorales. Este mecanismo podria tener

implicaciones importantes en el crecimiento tumoral en CaCu.



ABSTRACT

Worldwide, cervical cancer (CeCa) is the fourth in incidence and mortality in
women, and in Mexico this type of cancer is the second in incidence and mortality.
It has suggested that mesenchymal stromal cells (MSCs) are part of the tumor
microenvironment and may have an immunosuppressive capacity that could favor
tumor development. In the case of CeCa, our research group have demonstrated
the presence of MSCs in tumors of patients (CeCa-MSCs), which decreased HLA
class | molecules expression in tumoral cells and therefore these cells evaded the

cytotoxic activity of CD8+ lymphocytes.

It is currently not known if CeCa-MSCs have immunosuppressive capacity against
cells of the immune system and particularly on NK cells function, which mediate
the lysis of tumor cells and therefore may favor tumor growth. In the present study
we have compared the immunosuppressive capacity of MSCs of normal cervix
(NC-MSCs) and CeCa-MSCs against enriched CD56+ NK cells populations. As a
control we used bone marrow MSCs (BM-MSCs) which have been shown to have

an immunosuppressive capacity against NK cells.

Our results confirmed the immunosuppressive capacity of BM-MSCs and
demonstrated that CeCa-MSCs, unlike NC-MSCs, can decrease NK cells
proliferation and cytotoxic activity. It was observed the expression of membrane
MHC class I-related chain A/B (MICA/B) on CeCa-MSCs, NK activation ligands.
Interestingly, these molecules decreased when CeCa-MSCs were cultivated in

presence of activated NK cells and under this condition, CeCa-MSCs decreased



significantly the proliferation and cytotoxic activity of NK cells. Such decrease was
related to increases in levels Indoleamine 2-3 dioxigenasa (IDO) and
Prostaglandine E2 (PGEZ2) production by CeCa-MSCs and IL-10 by NKT cells.
Interestingly, we did not find a decrease in the production of IFNy by NK cells,
cytokine that promotes the production of immunosuppressive molecules by BM-
MSCs. Our results indicate that CeCa-MSCs have immunosuppressive properties
against NK cells and suggest that such capacity may be involved in the immune
protection of tumoral cells. This could have important implications in the

development of CeCa.



INTRODUCCION

I. CANCER CERVICOUTERINO

A nivel mundial, el cancer cervicouterino (CaCu) es el cuarto con mayor incidencia
y mortalidad en mujeres, con un total de 527, 624 casos y 265, 672 muertes en
2012 (GCO, 2012). En México, este tipo de cancer es el segundo en incidencia y
es la segunda causa de muerte por padecimientos oncoldgicos en mujeres, con un
total de 13, 960 casos en 2012 (GCO, 2012) y 4, 065 muertes en 2016 (INEGI,

2016).

1. Patogenia

La presencia de una infeccion persistente por el virus del papiloma humano (HPV)
es el factor mas importante para el desarrollo de CaCu (Petry, 2014). La infeccion
por HPV comienza por el contacto del virus con la membrana basal expuesta
debido a micro-abrasiones en la superficie del cérvix (Song et al., 2015). A pesar
de que la infeccion con HPV es un factor indispensable para el desarrollo del
CaCu por si misma, no es suficiente para generarlo. Es necesaria la interaccién
con otros factores de riesgo como son: fumar, el uso de anticonceptivos orales,
ndmero de partos, inicio de actividad sexual temprana, nimero de parejas
sexuales, otras infecciones de transmision sexual, algunas enfermedades
autoinmunes, estados de inmunosupresion cronicos, deficiencias nutricionales,
entre otros (Mufioz et al., 2006; ICESCC, 2006). Aunque la presencia de HPV es
relativamente comun, especialmente en mujeres jovenes, entre los 20 y los 30

afnos, la mayoria de las infecciones son autolimitantes y uUnicamente el 10%



persiste durante afios, de los cuales solo entre el 1-2% resulta en céncer

(Deligeoroglou et al., 2013; Petry, 2014).

1.1 Virus del Papiloma Humano (HPV)

EL HPV es un papilomavirus con una doble cadena de DNA que contiene 7,900
pares de bases nitrogenadas (Asiaf et al., 2014). Su genoma consiste en 8 marcos
de lectura abiertos, 6 genes tempranos (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) y dos genes
tardios (L1 y L2) (Song et al., 2015). La proteina E1 ayuda a la replicacion viral.
Las proteinas E5, E6 y E7 estan asociadas a la evasion inmune. E6 y E7 son
considerados oncogenes, ya que sus productos pueden unirse a la proteina p53
promoviendo su degradacion y evitando asi la apoptosis de las células infectadas
(Faridi et al., 2011). Las proteinas L1 y L2 forman los componentes estructurales

de la capside viral y E2 regula la transcripcion de E6 y E7 (Song et al., 2015).

Existen mas de 120 diferentes tipos de papilomavirus humanos que pueden
infectar la piel y las mucosas. De todos estos, so6lo 15 son clasificados como de
“alto riesgo” (HR-HPV) (16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73y 82) y
son considerados carcinogénicos (Denny, 2012). Los HR-HPV difieren del resto
debido a la expresion de los genes que codifican para E6 y E7, dos proteinas con
propiedades oncogénicas (Petry, 2014). El HPV 16 es el mas prevalente de estos,
ya que esta asociado al 50% de los casos de CaCu a nivel mundial. ElI segundo
tipo en prevalencia es el 18 con un 20%, por lo que el 70% de los casos de CaCu
se asocian a alguno de estos dos tipos de HPV (Mufioz et al., 2006; Petry, 2014;

Marth et al., 2017).



2. Clasificacion histolégica

Segun el tipo celular donde se origine el tumor, el CaCu se puede clasificar
histolégicamente en carcinoma epidermoide (CaCuE) y adenocarcinoma (CaCuA).
Entre el 75-80% de los casos se clasifican como CaCuE, mientras que entre el 20-
25% son CaCuA, los cuales son mas agresivos y con peor prondéstico que los

primeros (Galic et al., 2012).

2.1. Carcinoma Epidermoide

El CaCuE estad formado por células escamosas con un patron de crecimiento
diferente al normal y con morfologia distinta. Se puede subclasificar en
queratinizado y no queratinizado, con base en la presencia de perlas de queratina
(Marth et al., 2017). EI CaCuE esté relacionado a una infeccion con HR-HPV en
casi todos los casos y la presencia de HPV 16 se asocia a un mal prondstico

(Marth et al., 2017).

2.2. Adenocarcinoma

Los adenocarcinomas abarcan un grupo heterogéneo de tumores. Cerca del 80%
se puede clasificar dentro del tipo endocervical. Las células tumorales de este tipo
no son evidentemente mucinosas en su morfologia y tienen un citoplasma
eosinofilico. El resto de los adenocarcinomas son tumores de origen mixto como
carcinomas adeno-escamosos, Yy otros pocos pueden incluir carcinomas de células

claras y adenocarcinomas mesonéfricos (Marth et al., 2017).



El 90% de los casos de adenocarcinoma endocervical han mostrado ser positivo a
HPV. El HPV 18 es mas comun en este tipo de tumores que en CaCuE. El resto
de los adenocarcinomas de cérvix, como el carcinoma de células claras y el
adenocarcinoma mesonéfrico, parecen no estar relacionados con una infeccion

por HPV (Marth et al., 2017).

3. Etapas clinicas

El CaCu puede presentarse en diversos grados, desde una presentacion apenas
invasiva asintomatica, hasta un estado avanzado metastasico. Segun los criterios
del comité de oncologia ginecoldgica FIGO, el CaCu se puede clasificar con base
en la presentacion clinica en 4 etapas que a su vez se subdividen dependiendo del

grado de invasién que se presente (FIGO, 2014), como se muestra en la tabla 1.



Etapa Descripcion
I El tumor esta confinado en el cérvix.
IA La invasién del tumor se identifica sélo microscOpicamente y esta
limitada al estroma con una profundidad maxima de 5 mm y un ancho
no mayor a 7 mm.
IA1 | Invasion al estroma de < 3 mm en profundidad y < 7 mm de ancho.
IA2 | Invasion al estroma de > 3mm y < 5mm de profundidad y < 7 mm de
ancho.
IB Lesiones clinicas confinadas en el cérvix, o lesiones preclinicas
mayores a la etapa IA.
IB1 | Lesiones clinicas no mayores a 4 cm.
IB2 | Lesiones clinicas > a 4 cm.

1 El carcinoma se extiende mas alla del Gtero, pero no se extiende a la

pared pélvica ni al tltimo tercio de la vagina.
A Involucramiento hasta la parte superior del segundo tercio de la
vagina. No involucramiento parametrial evidente.
IIA1 | Lesiones clinicas visibles <4 cm
IIA2 | Lesiones clinicas visibles > 4 cm
IIB Involucramiento parametrial evidente pero no dentro de la pared
pélvica.

[ El carcinoma se extiende a la pared pélvica. A la examinacién rectal,
no hay espacio entre el tumor y la pared pélvica. El tumor involucra el
ultimo tercio de la vagina. Todos los casos de hidronefrosis o falla
renal deben ser incluidos al menos que se conozca otra causa.

A Involucramiento del ultimo tercio de la vagina, pero no se extiende
dentro de la pared pélvica.
B Extension a la pared pélvica, o hidronefrosis/falla renal.

v El carcinoma se extiende mas alla de la pelvis o involucra la mucosa
de la vejiga y/o el recto.

IVA Se extiende a 6rganos pélvicos adyacentes.
VB Se extiende a érganos distantes.

Tabla 1. Etapas del CaCu. Modificado de FIGO, 2014.




4. Respuesta inmunolégica en CaCu

El HPV tiene varios mecanismos por los cuales evade la respuesta inmune. En un
inicio, este virus permanece sin ser detectado por periodos largos de tiempo
debido a que su duplicacién y ensamblaje no causa citélisis de las células

hospederas (Stanley y Sterling, 2014).

Algunos componentes de este virus le facilitan la evasion del sistema inmune,
entre ellos las proteinas codificadas por sus genes tempranos. La proteina E5
puede disminuir la expresion del antigeno leucocitario humano clase | (HLA clase
I) en las células infectadas (Campo et al., 2010) lo que resulta en una disminucion
de la funcién de los linfocitos citotoxicos. La expresion de las oncoproteinas E6 y
E7 del HPV pueden disminuir la expresion del receptor tipo Toll 9 (TLR9), el cual
es necesario para el reconocimiento de DNA viral en las células presentadoras de
antigenos (Hasan et al., 2013) y también inhiben la sintesis de Interferon gama
(IFNy) (Crosbie et al., 2013). En células infectadas por HR-HPV, la proteina E2 se
une a la region reguladora del gen para la interleucina 10 (IL-10) e induce su
expresion (Bermudez-Morales et al, 2011). La IL-10 puede crear un
microambiente inmunotolerante, facilitando la progresién de la enfermedad (Song
et al., 2015). El porcentaje de células que expresan IL-10, Fox-P3, IFNy e
indolamina 2-3 dioxigenasa (IDO) se incrementa en las células de cérvix con
neoplasia intraepitelial con respecto a las de cérvix normal (Kobayashi et al., 2008;

Mittal et al., 2013).
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En primera instancia, la infeccion por HR-HPV promueve la migracion de células
del sistema inmune al estroma. Los macréfagos, linfocitos T, células dendriticas
(DCs) y las células natural killer (NK) desempefian un papel importante en la
respuesta inmune a la infeccién (Song et al., 2015). Las células NK predominan en
las primeras etapas de la infeccion y en las lesiones de bajo grado. En CaCu
positivo a HPV 16, se ha encontrado que la expresién de algunos receptores de
activacion de las células NK, como NKp30, NKp45, NKp46, NKG2D y NKp80 se
encuentra disminuida (Garcia-lglesias et al., 2009), lo que puede estar relacionado
con una disminucion en su actividad citotoxica y con la progresion de la

enfermedad.

Durante la progresion de CaCu, se incrementa significativamente el numero de
macréfagos M2 (Lepique et al., 2009), los cuales pueden promover la proliferacién
y migracion de células tumorales, favorecer la angiogénesis e inhibir a otras

células del sistema inmune (Hammes et al., 2007).

En relacién con linfocitos T, durante la infeccibn por HPV, se incrementa la
presencia de linfocitos T-helper tipo 2 (Th2) (Bais et al., 2005). El incremento en la
respuesta Th2 y la disminucién en la respuesta Thl puede facilitar la progresion
de la enfermedad. La presencia de este virus también induce la infiltracién de
linfocitos T reguladores (Treg), asi como la produccion de IL-10 y del factor de
crecimiento transformante B (TGF-B) las cuales son citocinas antiinflamatorias
(Song et al., 2015; Chang et al., 2016). La presencia de Tregs especificos a los
antigenos E6 y E7 ha sido detectada en lesiones de alto grado de CaCu (De Vos
Van Steenwijk et al., 2008). Se ha reportado que los linfocitos Treg provenientes
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de tumores de CaCu son capaces de inhibir la produccion de IFNy por las células
NK de sangre periférica de pacientes con CaCu estimuladas con IL-12 (Chang et

al., 2016).

Se ha encontrado un numero muy bajo o incluso la ausencia total de DCs
funcionales en pacientes con CaCu (Song et al., 2015). La expresion de la
proteina E6 en células tumorales puede inhibir la diferenciacion de monocitos en
DCs funcionales (lijima et al., 2013). Ademas, se ha correlacionado la disminucion
de la expresion de CD80 y CD86 en DCs con una progresion en la enfermedad
(Yang et al., 2013) y la activacion de PD-1/PD-L1, los cuales inducen una sefial
inhibitoria en los linfocitos T activados y promueven la apoptosis de los mismaos, lo

cual se asocia a la baja inmunidad de las DCs en CaCu (Yang et al., 2013).

Otro mecanismo por el cual las células tumorales evaden la respuesta inmune es
a través de la inhibicion en la expresion de ligandos de receptores de activacion de
los linfocitos. NKG2D es un receptor de activacion tipo lectina que se expresa en
la superficie de las células NK y en los linfocitos yo T y CD8+ af (Raulet, 2003).
Los ligandos de NKG2D consisten en los dos miembros de la familia de MHC
class I-related chain (MIC) MICA y MICB, y seis miembros de la familia UL16
binding protein o retinoic acid early transcript (ULBP/RAET) ULBP1, ULBPZ2,

ULBP3, RAET1E, RAET1G y RAETI1L (Raulet, 2003).

MICA y MICB se expresan bajo condiciones de estrés celular y actian como
ligandos de estimulacion y activan al receptor NKG2D (Chen y Gyllensten, 2014).

Hay una expresion baja de MICA constitutiva en células epiteliales del intestino y
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del timo, células endoteliales, fibroblastos y monocitos (Groh et al., 1996; Zwirner
et al., 1998). Su expresion se incrementa bajo condiciones de estrés como durante
una infeccion viral o bacteriana, choque de calor, dafio al DNA, transformacion
oncogénica y condiciones autoinmunes (Chen y Gyllensten, 2014). Las células
tumorales han desarrollado mecanismos para minimizar o evadir la respuesta
mediada por NKG2D eliminando MICA de la superficie celular he induciendo su
liberacibn como MICA soluble (Groh et al., 2002) lo que evita el reconocimiento de
las mismas y resulta en una disminucion de la expresion de NKG2D en las células
NK y T CD8+ (Groh et al., 2002). Una elevada expresion de MICA/B, ULBP1 y
RAET1E en CaCu se relaciona a un mayor periodo de sobrevida libre de

enfermedad (Cho et al., 2014).

Se ha encontrado que la presencia de moléculas inmunomoduladoras en cancer
puede favorecer la progresion del mismo. Algunas de estas moléculas
encontradas en CaCu son IDO y prostaglandina E2 (PGE2). IDO es una enzima
intracelular que desempefia un papel importante para la inmunosupresiéon en el
microambiente tumoral (Prendergast et al., 2014). Las células trofoblasticas, DCs,
macréfagos y las células tumorales pueden producir IDO bajo el estimulo de
ligandos de TLRs, endotoxinas y de IFNy (Ferns et al., 2015). Esta enzima
produce un estado de inmunotolerancia a través de la degradacién del tript6fano,
el cual es metabolizado a través de la via de las quinureninas. El tript6fano es un
aminoacido esencial requerido para la funcion efectora de los linfocitos T, mientras
que las quinureninas tienen multiples efectos en estas células, como inhibir su

proliferacion, inducir apoptosis y una diferenciacion hacia un fenotipo regulador
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(Kolodziej et al., 2011; Orabona y Grohmann, 2011). Ademas, las quinureninas
pueden reducir el numero de células NK y disminuir su funcion citotoxica al inhibir
la expresidbn de sus receptores de activacion, lo que puede contribuir a la
progresion tumoral (Chiesa et al., 2006). Por otra parte, la expresion de IDO inhibe
la actividad citotoxica de las células NK in vitro e inhibe la acumulacién de estas
células dentro del estroma tumoral en cancer de ovario in vivo (Nonaca et al.,

2011).

La actividad de IDO se ha correlacionado con progresion tumoral y se ha
propuesto que puede facilitar la metastasis (Muller et al., 2010; Yu et al., 2011). En
CaCu, la actividad de esta enzima se ha asociado a un mal pronéstico y baja
sobrevida (Ferns et al., 2015) y la inhibicion de la misma en células tumorales
transfectadas para expresar constitutivamente esta enzima inhibe la progresion del

cancer in vivo (Sato et al., 2012).

Finalmente, la PGE2 es producida por muchas células, como fibroblastos,
macréfagos y algunos tipos de células malignas. PGE2 tiene un efecto inhibitorio
en la proliferacion de linfocitos T, ademas, inhibe la produccién de citocinas de tipo
Thl como IL-2 e INFy e incrementa la actividad Th2, induciendo la liberacién de

IL-4, IL-5 e IL-10 (Harris et al., 2002).

. MICROAMBIENTE TUMORAL

Se ha establecido que las células malignas adquieren ciertas caracteristicas que
les permiten generar tumores: capacidad de proliferacion sostenida, evasion de

sefales inhibitorias de crecimiento, inmortalidad replicativa, resistencia a la muerte
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celular, induccion de angiogénesis, capacidad de invasion y metastasis,
desregulacion energética y evasion de la respuesta inmune (Hanahan y Weinberg,
2011). Sin embargo, las células tumorales por si solas no son capaces de generar
estas condiciones, es necesario que exista un microambiente idoneo para la
proliferacion, supervivencia e invasion de éstas: el microambiente tumoral

(Hanahan y Coussens, 2012).

1. Componentes del microambiente tumoral

El microambiente tumoral estd compuesto por diversos tipos celulares, matriz
extracelular de soporte y diversas moléculas solubles que en conjunto favorecen el

desarrollo del cancer (Hanahan y Weinberg, 2011).

1.1. Células Tumorales

Las células tumorales poseen diversas alteraciones en su genoma que les permite
proliferar de manera incontrolada, como mutaciones y pérdida o amplificacién de
regiones del mismo, asi como activacion de oncogenes y silenciamiento de genes

supresores de tumores (Albertson et al., 2003).

Se ha reportado la presencia de células troncales tumorales (CSCs) como
iniciadoras del cancer en neoplasias hematolégicas y en algunos tumores solidos
como cancer de mama, tumores neuroectodermales, pancreaticos y colorrectales
(Hanahan y Weinberg, 2011). Algunos marcadores de superficie expresados por

las CSCs son CD44 y CD24 (Clevers, 2011).
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1.2. Células estromales

Las células estromales presentes en tumores se pueden clasificar en tres grupos:
células vasculares angiogénicas, células inmunoldgicas infiltrantes y fibroblastos
asociados a cancer (CAFs) (Hanahan y Coussens, 2012). Algunos autores
describen a las células estromales mesenquimales (MSCs) dentro de los CAFs,
siendo las células que les dan origen (Hanahan y Coussens, 2012). No obstante,
se puede considerar a las MSCs como un ente mas dentro del microambiente
tumoral que no sélo es capaz de diferenciarse a otros linajes, si no que por si

mismas llevan a cabo diversas funciones que permiten el desarrollo del tumor.

1.2.1. Células estromales mesenquimales (MSCs)

Las MSCs son una poblacion heterogénea que inicialmente fue aislada de la
médula 6sea (MO) (Friedenstein et al., 1974) y que se encuentran practicamente
en todo el tejido conjuntivo del organismo (Da Silva Meirelles et al., 2006). Las
MSCs tienen un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis, ya que
pueden diferenciarse en linajes mesenquimales y ademas secretan citocinas y
factores de crecimiento con efectos paracrinos que favorecen la regeneracion de
tejidos dafados (Gazit et al., 2014; Ma et al., 2014). Aunado a lo anterior, las
MSCs presentan importantes propiedades inmunomoduladoras in vitro e in vivo

(Castro-Manrreza y Montesinos, 2015).

Dentro del microambiente tumoral, las MSCs secretan diferentes factores, como
IL-10, IDO, PGE2 y adenosina, que inhiben la respuesta inmune y favorecen la

proliferacion de las células tumorales y la metastasis (Montesinos et al., 2013;
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Mora-Garcia et al., 2016; Galland et al., 2017; Gazdic et al., 2017). Ademas, las
MSCs pueden inducir la produccion de TGF-fl1 y de IL-10 en las células
tumorales, lo que ayuda a la evasion de la respuesta inmune (Xu et al., 2012;

Garcia-Rocha et al., 2015).

1.2.2. Fibroblastos asociados a cancer (CAFs)

Los fibroblastos son las células que predominan en el estroma de la mayoria de
los tumores y entre sus principales funciones esta secretar los componentes de la
matriz extracelular (ECM) (TIsty y Coussens, 2006). Los CAFs presentan un
fenotipo de miofibroblastos y expresan principalmente a-actina de musculo liso (a-
SMA), proteina de activacion de fibroblastos (FAP), la glicoproteina de membrana
Thy-1, desmina y la proteina S100 de unién a calcio A4 (S100A4) (Tisty y
Coussens, 2006; Xing et al., 2010). Ademéas, estas células también secretan
factores que promueven la tumorogénesis como metaloproteinasas, quimiocinas y
factores de crecimiento como el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), factor
de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1) y el factor derivado de las células
estromales-1 (SDF-1/CXCL12) los cuales estimulan la proliferacion de las células

tumorales (Xing et al., 2010; Hanahan y Coussens, 2012).

1.2.3. Células vasculares angiogénicas

Las células que estan implicadas en la angiogénesis tumoral son las células
endoteliales y los pericitos (Armulik et al., 2005). Las células endoteliales en
tumores tienen la capacidad de degradar la membrana basal y la matriz

extracelular a traves de la secrecion de metaloproteasas. Ademas, expresan en su
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superficie receptores que permiten la adhesion a la matriz extracelular y a
leucocitos circulantes y también poseen receptores para factores de crecimiento
angiogénicos que son escasos en vasos sanguineos normales (Bussolati et al.,
2010). Por otra parte, los pericitos asociados a tumores presentan mdltiples
anormalidades, como pérdida de la asociacion con la pared del vaso sanguineo y

alteracidon en su expresion de proteinas (Morikawa et al., 2002).

1.2.4. Células inmunes infiltrantes

Virtualmente todos los tumores sélidos presentan un infiltrado de diversas células
leucocitarias (TIsty y Coussens, 2006). En la mayoria de los tumores, los
macrofagos son el principal componente del infiltrado leucocitario. Estas células
inmunes pueden diferenciarse en dos tipos: M1 (clasicamente activados), los
cuales son proinflamatorios y M2 (alternativamente activados), los cuales
promueven la angiogénesis, remodelacién y reparacién en tejidos dafiados (Sica,
2010). Los macréfagos asociados a tumores presentan un fenotipo M2, el cual

favorece el desarrollo del cancer (Mantovani et al., 2002).

Otras células inmunes presentes en casi todos los tumores soélidos son los
eosindfilos, los cuales varian en cantidad dependiendo del tipo de tumor (Lee et
al., 2010). Con relacion a los neutréfilos, que también son comunmente
encontrados en tumores, se ha sugerido que estos pueden presentar dos
fenotipos: N1, capaces de matar células tumorales y N2, que promueven el

crecimiento del tumor (Fridlender et al., 2009).
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Las células NK son una clase de linfocitos que se encuentran en el microambiente
tumoral (Policastro et al., 2012). M&s adelante se describe a detalle su papel en el

mismo.

En cuanto a la inmunidad adaptativa, los linfocitos citotéxicos CD8+ desempefian
un papel importante eliminando células tumorales (DeNardo et al., 2010). La
presencia de linfocitos CD4+ Th1 productores de IFNy correlaciona con buen
prondstico, mientras que la presencia de linfocitos CD4+ Th2 productores de IL-4,
IL-5 e IL-13 o de Treg productoras de IL-10 y de TGF-B correlaciona con

progresion de la enfermedad (Protti et al., 2014).

1.2.4.1. Células Natural Killer (NK)

Las células NK son un tipo de linfocitos del sistema inmune innato que participan
en la defensa frente a infecciones virales y contra células tumorales. Las células
NK realizan su funcion a través de la secrecidén de citocinas como IFNy, TNF-a y
GM-CSF, ademas de poseer una actividad citotoxica (Walzer et al., 2005). Estas
células tienen la capacidad de atacar células tumorales y células infectadas por
virus sin la necesidad de la presentacion de antigenos especificos (Caligiuri,

2008).

Se dividen en dos subpoblaciones dependiendo de la expresién de la molécula
CD56 y CD16 (Caligiuri, 2008). La mayoria de las células NK circulantes tienen un
fenotipo CD3-CD16+CD56dim y desempefian una actividad citotéxica, mientras
gue una subpoblacion de células NK circulantes con un fenotipo CD3-CD16dim/-

CD56bright presentan una baja actividad citotoxica y su principal funcion es
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producir citocinas y quimiocinas como IFN-y, TNF-qa, IL-10, GM-CSF, IL-13, CCL3
y CCL4 (Lodoen y Lanier, 2006), al ser estimuladas con citocinas proinflamatorias
como IL-12 y son consideradas inmunorreguladoras por algunos autores (Michel et

al., 2016).

La funcion de las células NK es regulada por el equilibrio entre sefiales
transmitidas por receptores activadores e inhibidores que interactian con
moléculas HLA especificas en las células blanco (Walzer et al., 2005). Cuando las
células NK son expuestas a citocinas activadoras, como la IL-2, incrementan la
expresion de receptores activadores NKp44, CD69, NKp30 y NKG2D (Moretta y
Moretta, 2004). Las células NK tienen un efecto citotéxico mediado por perforinas,
granzimas y Fas ligando (Le Blanc y Davies, 2015), sobre células que no expresan
(o expresan de manera muy baja) HLA clase I, como las células infectadas por
virus y las células tumorales (Poggi et al., 2005) a través de receptores KIRs (Killer

Ig-like Receptors).

En cuanto al microambiente tumoral, las células NK constituyen menos del 1% de
las células CD45+ infiltradas en carcinoma de células escamosas de pulmén
(Galland et al., 2017) y presentan una disminucién en su actividad citotoxica
(Carrega et al., 2008), mientras que en CaCu, las células NK en sangre periférica
de pacientes constituyen entre 15y 11% de los linfocitos, mientras que en tumores

corresponden entre 3y 4% de los linfocitos (Chang et al., 2016).

La acumulacion intratumoral de células NK ha sido correlacionada con una mejor

tasa de sobrevida en cancer de estbmago y en cancer de células escamosas de
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pulmén (Ishigami et al., 2000; Villegas et al., 2002). Sin embargo, se ha reportado
que las células NK de tumores de CaCu, incrementan su expresion de receptores
inhibidores como CD158a, CD158b y NKG2A y disminuyen su expresion de
receptores activadores como NKG2D, NKp46 y NKp30 y de perforinas con

respecto a las células NK de sangre periférica (Chang et al., 2016).

1.2.4.2. Células NKT

Las células Natural Killer T (NKT) son una subpoblacién de linfocitos T no
convencionales, y pueden clasificarse en tipo | o invariantes (iNKT) y tipo 1l (Vivier
et al., 2012). iINKT expresan un TCR semi-invariante Va24-Ja18 en humanos (Wei
et al., 2006), mientras que las NKT tipo Il expresan un TCR mas diverso, y sus

funciones no estan bien estudiadas (Vivier et al., 2012).

Las células iINKT presentan un fenotipo y funciones similares a las observadas en
las células NK: expresan CD56 en su membrana, pueden ser activadas por
citocinas proinflamatorias y comportarse como células NK (Brigl et al., 2011).
Ademas, secretan citocinas al ser estimuladas (Stetson et al.,, 2003) vy
desempefian una funcion citotoxica, aunque a diferencia de las células NK, donde
esta ocurre mayoritariamente por la via perforina/granzimas, esta se da

principalmente por la via CD95/CD178 (Wingender et al., 2010).

En cancer, se ha reportado que la frecuencia de células NKG2D+CD56+ NKT en
sangre periférica de pacientes con cancer colorrectal metastasico es
significativamente menor que en personas sanas, por lo tanto, se ha sugerido que

las células NKT podrian desempefiar un papel importante en la eliminacion de
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estas células tumorales (Gharagozloo et al., 2018). En CaCu, se ha reportado un
incremento en el numero de células iNKT en lesiones de alto grado de cérvix en
comparacion con cérvix sano (0.6% en el primero y 0.27% en el segundo) (Hu et

al., 2015).

1.3. Matriz extracelular

La matriz extracelular regula la homeostasis tisular no sélo sirviendo como
andamio para la organizacion del tejido, sino también como medio de
comunicacién e interaccion entre las células y su desregulacion contribuye al

desarrollo tumoral (Pickup et al., 2014).

Las proteinas estructurales de la matriz extracelular pertenecen a la familia de la
coldgena y de la elastasa. Fibronectina, laminina y tenascina desempefian una
funcion de adhesion, mientras que los proteoglicanos y el heparan sulfato

estabilizan la matriz en el medio acuoso (Policastro et al., 2012).

La matriz extracelular del microambiente tumoral es bioquimica vy
biomecanicamente diferente a la normal. Se ha observado en tumores un
incremento de colagena tipo | y fibronectina, lo que aumenta la rigidez del tejido
(Provenzano et al., 2009). Otras proteinas como tenascina, decorina,
fibromodulina y osteopontina también estan involucradas en el desarrollo tumoral

(Policastro et al., 2012).
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2. Microambiente tumoral en CaCu

Se ha demostrado la presencia de MSCs en cancer de cérvix y su participacion en
proteger a las células neoplasicas de la actividad citotdéxica de linfocitos T,

favoreciendo asi el crecimiento tumoral (Montesinos et al., 2013).

Con respecto a CAFs, se ha reportado que los presentes en CaCu promueven el
crecimiento de células tumorales incluso después de un tratamiento con radiacion,
lo cual se asoci6 a la secrecion de IGF2, EGF, FGF-4 y GM-CSF (Chu et al.,
2014). Se han detectado niveles elevados de estrégenos en mujeres con lesiones
pre-cancerigenas y con cancer HPV+ (Salazar et al., 2001). En CaCu, la expresién
de ERa se mantiene en el estroma, pero se pierde en las células tumorales
epiteliales (De Boon et al., 2015) y los CAFs median la sefializacién estrogeno-

dependiente (Kumar et al., 2016).

Como se mencioné antes, en CaCu positivo a HPV 16, se ha encontrado que la
expresion de algunos receptores de activacion de las células NK se encuentra
disminuida (Garcia-Iglesias et al., 2009), lo que puede estar relacionado con una
disminucién en su actividad citotéxica y con la progresion de la enfermedad.
Finalmente, durante la progresion de CaCu, incrementa significativamente el
namero de macréfagos M2 (Lepique et al., 2009), linfocitos Th2 (Bais et al., 2005)
y linfocitos Treg (Song et al., 2015; Chang et al., 2016) mientras que disminuyen

las DCs funcionales (Song et al., 2015).
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ll. CELULAS ESTROMALES MESENQUIMALES (MSCs)

Como se mencioné anteriormente, las MSCs son una poblacion heterogénea que
se encuentran practicamente en todo el tejido conjuntivo del organismo (Da Silva
Meirelles et al., 2006) y que desempeifian un papel importante en el mantenimiento

de la homeostasis tisular (Gazit et al., 2014; Ma et al., 2014).

Segun los criterios de la Sociedad Internacional de Terapia Celular, las MSCs
deben poseer morfologia fibroblastoide al ser cultivadas in vitro, expresar CD105,
CD73 y CD90, bajos niveles de MHC-I y ser negativas a MHC-II, CD11b, CD14,
CD34, CD45, y CD31. Ademas, deben ser capaces de diferenciarse in vitro en

osteoblastos, adipocitos y condroblastos (Dominici et al., 2006).
1. Propiedades funcionales

Las MSCs poseen tres caracteristicas funcionales que las definen: capacidad de
soporte hematopoyético, plasticidad e inmunoregulacion (Montesinos y Castro,

2013).

La hematopoyesis es el proceso a través del cual se forman todas las células de la
sangre y se lleva a cabo, desde el nacimiento, en la médula 6sea (Montesinos y
Castro, 2013). Se ha demostrado que la inyeccion suplementaria y simultanea de
MSCs y células troncales hematopoyéticas (HSCs) acelera la recuperacion de la
hematopoyesis después de la irradiacion letal de los animales receptores (Zhang
et al., 2004) e incluso se ha demostrado su eficacia al administrarlas en pacientes

hematoldgicos a los que se les habia realizado trasplante de HSCs (Le Blanc et
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al., 2004). La regulacion de la hematopoyesis por las MSCs se da a través de la
produccién de citocinas como IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14, IL-15 y de la
expresion de moléculas que favorecen la adhesion de las células hematopoyéticas

como ALCAM, ICAM1-3, L-selectinay VCAM (Deans y Moseley, 2000).

La plasticidad es la capacidad que tiene una célula troncal de diferenciarse en
células de su mismo linaje y ademas transdiferenciarse en células de linajes
distintos (Wulf et al., 2001). Se ha reportado que las MSCs son capaces de
diferenciarse tanto en células de su mismo linaje (adipocitos, condroblastos y
osteoblastos) (Dominici et al., 2006), como en hepatocitos (Wu y Tao, 2012),
cardiomiocitos (Guo et al., 2018), células neurales (Mareschi et al., 2006) entre

otras.

1.1. Inmunomodulacién

Se ha propuesto que las MSCs pueden ser pro- o anti-inflamatorias dependiendo
del estimulo ambiental al que estén expuestas (Waterman et al., 2010). Las MSCs
de MO (MO-MSCs) expresan TLRs en su superficie celular (Waterman et al.,
2010), y la activacion de estos modula su respuesta. Las MO-MSCs pro-
inflamatorias se asocian a un estado temprano de inflamacion o infeccién, y
expresan TLR2 y TLR4 (Tomchuck et al., 2008; Waterman et al., 2010). Mientras
gue cuando las MO-MSCs estan en un ambiente pro-inflamatorio (presencia de

IFN-y y TNF-a y ligandos de TLR3) estas modifican la produccion de moléculas

pro-inflamatorias por las células del sistema inmune (Aggarwal y Pittenger, 2005) y
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secretan moléculas como IDO y PGE2 (Waterman et al., 2010; Bernardo y Fibbe,

2013) que generan un ambiente anti-inflamatorio o tolerante.

Las MSCs son atraidas por quimiocinas inflamatorias hacia sitios de dafio (Yagi et
al., 2010). Por ejemplo, las MO-MSCs expresan receptores para las anafilatoxinas
del complemento (C3aR y C5aR) y se sugiere que estas actian como agentes
quimiotacticos que promueven la migracion de estas células al sitio de inflamacién
(Le Blanc y Davies, 2015). Ademas, producen de manera constitutiva el factor H,
que inhibe la activacion del complemento, y esta produccién incrementa cuando

estan expuestas a citocinas proinflamatorias como IFN-y y TNF-a (Tu et al., 2010).

También interactdan con varias células inmunes (linfocitos T, B, DCs, células NK,
macrofagos) e inhiben la secrecion de moléculas proinflamatorias como TNF-a e
INF-y, ademas de incrementar la secrecion de moléculas anti-inflamatorias como
IL-10 (Aggarwal y Pittenger, 2005). Las MO-MSCs pueden inducir el cambio de los
macréfagos M1 a M2 (Bernardo y Fibbe, 2013) y también pueden inducir este
fenotipo M2 directamente desde monocitos, lo cual estd regulado a través de
PGEZ2, IL-6 e IDO (Le Blanc y Davies, 2015). Las MO-MSCs suprimen activacion y
proliferacion de linfocitos T in vitro (Bartholomew et al., 2002; Nauta y Fibbe,
2007), y la citotoxicidad de los linfocitos CD8+ (Rasmusson et al., 2007) y
polarizan a los linfocitos T hacia un fenotipo Treg (Bernardo y Fibbe, 2013).
Ademas, interfieren con la diferenciacion, maduracion y funcion de las DC
(Ramasamy et al, 2007), e inhiben la diferenciacion, proliferacion y produccion de

anticuerpos por los linfocitos B (Nauta y Fibbe, 2007).

26



1.1.1. Inmunomodulacién sobre células NK y NKT

Las interacciones entre las células NK y las MSCs son complejas (Figura 1). En un
contexto de inflamacion, las MO-MSCs y las NK tienen un sistema de activaciéon
tiempo-dependiente. Primero las MO-MSCs activadas secretan IFN de tipo | que
mejora la funcién de las células NK, después, secretan TGF-8 e IL-6 que llevan a

las NK a un estado de senescencia e inhiben su funcion (Petri et al., 2017).

Las MO-MSCs tienen una baja expresion de HLA clase | y ademés expresan PVR
y Nectina-2 (ligandos de DNAM-1) y ULBPs, MICA y MICB (ligandos de NKG2D)
en su membrana celular (Spaggiari et al.,, 2006). Por lo tanto, las células NK
estimuladas con IL-2, IL-15, o la combinacién de IL-12 e IL-18, son capaces de
lisar a las MSCs (Poggi et al., 2005; Sotiropoulou et al., 2006; Spaggiari et al.,
2006; Najar et al., 2018) a través de la interaccion de NKG2D con MICA (Poggi et
al., 2005) y de la alteracion de la expresion de serptinas en éstas, estimulando la
generacion de ROS (Najar et al., 2018). Sin embargo, si las células NK no son
estimuladas antes de entrar en contacto con las MSCs, no son capaces de lisarlas
(Poggi et al., 2005; Sotiropoulou et al., 2006; Prigione et al., 2009). Se ha
reportado que el bloqueo de NKp30, NKG2D y DNAM-1 puede inhibir este efecto
citolitico (Spaggiari et al., 2008). Por otra parte, si las MO-MSCs son estimuladas
con IFN-y antes de ponerlas en contacto con las células NK, incrementan su
expresion de HLA clase | y son capaces de evadir la lisis mediada por las células

NK (Spaggiari et al., 2008).
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Se ha observado que en MO-MSCs estimuladas con IFNy incrementa la expresion
de CD112 (Nectina-2) y CD155 (PVR), los cuales son ligandos de DNAM-1
(Spaggiari et al., 2008), pero disminuye cuando estan en contacto con células NK

estimuladas con IL-12 e IL-2 (Najar et al., 2018).

Se ha observado que las MO-MSCs inhibe la proliferacion de las células NK
estimuladas con IL-2 o IL-15 (Sotiropoulou et al., 2006; Spaggiari et al., 2006). Sin
embargo, un estudio reciente mostré que dependiendo de la citocina con que se
activen las células NK, las MO-MSCs pueden o no disminuir su proliferacion: si
son estimuladas con IL-12 o IL-21, el efecto es inhibitorio, pero si son estimuladas

con IL-2 0 15 no (Najar et al., 2018).

Las células NK co-cultivadas con MO-MSCs expresan CD69 e incrementan la
secrecion de TNF-a (Prigione et al., 2009; Najar et al., 2018) y de IFN-y (Spaggiari
et al., 2008; Thomas et al., 2014; Cui et al., 2016; Najar et al., 2018). Pero cuando
estdn en contacto con MO-MSCs previamente activadas con IFN-y, se inhibe la
secrecion de esta citocina por las células NK (Spaggiari et al., 2008). También se
ha reportado que las MO-MSCs inhiben la secrecion de IFN-y, IL-10, TNFa en

células NK estimuladas con IL-15 (Sotiropoulou et al., 2006).

En cuanto a su efecto sobre la citotoxicidad, las MO-MSCs disminuyen la
expresion de NKp30, NKp44 y NKG2D en las células NK, por lo que disminuyen
su actividad citotoxica (Sotiropoulou et al., 2006; Spaggiari et al., 2008).

Contradictoriamente, se ha reportado que las MO-MSCs incrementan la
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degranulacién de las células NK (medida a través de la expresion de CD107a) y

su secrecion de granzimas y perforinas (Najar et al., 2018).

Las moléculas involucradas en la inhibicion de la actividad funcional de las células
NK por las MO-MSCs son IDO y PGE2, y ademas se ha observado un efecto
sinérgico entre estas, mientras que TGF-3 no esta involucrado directamente en la

interaccion entre estas células (Spaggiari et al., 2008).

En cuanto a las interacciones con células iINKT, hay muy poca informacion, sin
embargo, se sabe que las MO-MSCs inhiben la proliferacién y la produccion de
IFN-y por las células iNKT a través de PGE2, pero no tienen efecto sobre su
citotoxicidad (Prigione et al., 2009). Se ha descrito que las MO-MSCs inhiben la
secrecion de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IFN-y, IL-4 y estimulan la
produccion de IL-10 por células NKT en un modelo de dafio hepético en ratén lo

cual es mediado por IDO (Gazdic et al., 2017).
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Figura 1. Interacciones entre las MO-MSCs y las células NK. Las interacciones entre
las MO-MSCs y las células NK son complejas. Las MO-MSCs expresan MICA, MICB,
ULBP (ligandos de NKG2D), PVR y Nectina-2 (ligandos de DNAM-1) y por lo tanto
pueden activar a las células NK y ser lisadas. Sin embargo, esta lisis s6lo se observa si
las células NK son estimuladas con IL-2, IL-15 o una combinacion de IL-12 e IL-18. Al ser
activadas las células NK, producen IFN-y que activa a las MSCs y como respuesta estas
producen IDO y PGE2 que disminuyen la funcion de las células NK.

2. MSCs en cancer

La MSCs se han detectado en tumores, tales como: carcinoma ovarico (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), cancer gastrico (Cao et al., 2009) y carcinoma de células
escamosas de pulmén (Galland et al., 2017). Nuestro grupo de investigaciéon
demostré la presencia de MSCs en cancer de cérvix y su participacion en proteger
a las células neoplasicas de la actividad citotoxica de linfocitos T, favoreciendo asi

el crecimiento tumoral (Montesinos et al., 2013).

En el contexto del microambiente tumoral, se ha reportado que las MSCs de

pacientes con leucemia linfoblastica aguda (LLA) tienen un efecto
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inmunoestimulador sobre las células NK, y ademas este efecto es inducible
cuando MSCs de donadores sanos son co-cultivadas con células de LLA (Entrena

et al., 2015).

Por otra parte, se ha propuesto que en tejidos quiescentes, en ausencia de
estimulos inflamatorios, las MSCs pueden disminuir o incluso perder
temporalmente su capacidad inmunosupresora. Sin embargo, en un
microambiente tumoral, que imita la reparacion tisular y contiene una gran
variedad de citocinas pro-inflamatorias, las MSCs pueden recuperar su potencial
inmunosupresor (Galland et al., 2017). Al respecto, se ha reportado que las MSCs
provenientes de carcinoma de células escamosas de pulmén pueden disminuir in
vitro la producciéon de IFN-y y TNFa ademas de la expresion de CD107a, NKp44,
NKp30, NKG2D, DNAM-I, y NKG2A en células NK a través de la secrecion de

PGE2 (Galland et al., 2017).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial, el cancer cervicouterino (CaCu) es el cuarto con mayor incidencia
y mortalidad en mujeres (GCO, 2012). En México, este tipo de cancer ocupa el
segundo lugar en incidencia y es la segunda causa de muerte por padecimientos

oncoldgicos en mujeres (INEGI, 2016).

Se ha sugerido que las células estromales mesenquimales (MSCs) forman parte
del microambiente tumoral y podrian tener una capacidad inmunosupresora el cual

favoreceria el desarrollo del tumor (Hanahan y Coussens, 2012).
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Como mencionamos anteriormente, se ha demostrado la presencia de MSCs en
CN y en CaCu y estas células disminuyen la actividad citotoxica de los linfocitos
CD8+ a través de la disminuciéon de la expresion de HLA clase | en las células
tumorales (Montesinos et al., 2013). Sin embargo, no se sabe el efecto que
tengan estas MSCs sobre las células del sistema inmune, y particularmente sobre
las células NK, las cuales desempefian un papel importante en la eliminacion de
las células tumorales (Song et al., 2015) y cuya desregulacién puede estar

asociada a un mal pronéstico de la enfermedad (Garcia-lglesias et al., 2009).

HIPOTESIS
Las MSCs de CaCu (CaCu-MSCs) a diferencia de las MSCs de CN (CN-
MSCs), tendran la capacidad de disminuir la proliferacién y capacidad
citotoxica de células NK. Ademas, favoreceran la produccién de moléculas

inmunosupresoras en los co-cultivos con células NK.

OBJETIVOS

. OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad inmunosupresora de las MSCs provenientes de pacientes

con cancer de cérvix sobre células NK.

Il. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la expresion de MICA y MICB en las MSCs de CaCu en co-cultivo
con células NK.

2. Evaluar el efecto de las CaCu-MSCs sobre la proliferacion de células NK.
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3. Determinar el efecto de las CaCu-MSCs en la actividad citotoxica de células
NK.

4. Evaluar la produccion de IFN-y e IL-10 en las células NK provenientes de
co-cultivo con CaCu-MSCs.

5. Evaluar la produccion de IDO y PGE2 en las CaCu-MSCs en co-cultivo con

células NK.

METODOLOGIA

|. OBTENCION DE LAS CELULAS

1. MSCs de médula 6sea (MO-MSCs)

Las MO-MSCs se obtuvieron de muestras criopreservadas y previamente
caracterizadas. Brevemente, se obtuvieron muestras de 5 ml de MO, previo
consentimiento informado, de donadores adultos hematolégicamente sanos (n=4)
que ingresaron al Hospital de traumatologia y ortopedia del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS) y de estas se separaron células mononucleares (CMN)
mediante un gradiente de densidad. Las CMN fueron resuspendidas y sembradas
en Medio Eagle Modificado por Dulbeco bajo en glucosa (DMEM-lg, Gibco,
California, USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco), 100
U/ml de penicilina, 100 pg/ ml de estreptomicina y 2 mM de L-glutamina. Las
células que se adhirieron a la caja de cultivo se cosecharon, resembraron y
posteriormente se caracterizaron por medio de su inmunofenotipo y su capacidad

de diferenciacion osteogénica, condrogénica y adipogénica.
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Para determinar su inmunofenotipo, se analizdé la expresidon de moléculas de
superficie mediante citometria de flujo, donde méas del 90% fueron positivas a
CD105, CD90, CD73, HLA-ABC y CD13 y negativas a HLA-DR, CD45, CD14,

CD34 y CD31.

Para determinar su capacidad de diferenciacion, se cultivaron en presencia de
medios osteogénico (Stem Cell Technologies, Vancouver, Canadd), condrogénico
(Cambrex Bio Science Walkersville, Inc, Maryland, USA) o adipogénico (Stem Cell
Technologies) durante tres semanas. Después de este periodo, se comproboé la
diferenciacion mediante la evaluacion de la actividad de la fosfatasa alcalina
(osteogénesis) o las tinciones de rojo oleoso (adipogénesis) y azul alciano

(condrogénesis).

2. MSCs de cérvix normal (CN-MSCs) y de cancer cervicouterino (CaCu-

MSCs)

Se utilizaron células criopreservadas de CN-MSCs y de MSCs de carcinoma
epidermoide de cérvix (CaCu-MSCs) previamente caracterizadas. Brevemente, las
muestras de CN se obtuvieron previo consentimiento informado de donadoras sin
lesiones ni cancer de cérvix (n=3) que fueron sometidas a histerectomias y las
muestras de CaCu fueron obtenidas previo consentimiento informado de biopsias
de pacientes en estadios 1B, IlIA y 1lIB (n=4) que fueron enviadas al
Departamento de Patologia del Hospital de Oncologia, Centro Médico Nacional
Siglo XXI del IMSS, para su diagnostico. Se procesaron las muestras mediante

disgregacion enzimatica (solucion 0.5% tripsina 0.2% EDTA, Gibco) y mecanica y
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se sembraron las células en medio DMEM-Ig suplementado al 10% SFB (Gibco),
100 U/ml de penicilina, 100 ug/ ml de estreptomicina y 2 mM de L-glutamina. Se
obtuvieron las células adherentes y se caracterizaron como se describe en la

seccion de MO-MSCs.

Se descongelaron las MSCs de cada fuente y se cultivaron en medio DMEM-Ig
(Biowest, Nuaillé, Francia) suplementado al 10% con SFB (Biowest), 100 U/ml de
penicilina, 100 ug/ ml de estreptomicina y 2 mM de L-glutamina. Una vez que
alcanzaron una confluencia del 80-90% se cosecharon con tripsina-EDTA 1x
(Biowest), y se sembraron para los experimentos como se describe mas adelante.

Se utilizaron resiembras de R3 a R6 tanto de MO-MSCs como de CaCu-MSCs.

3. Células NK y NKT

Para obtener linfocitos NK, se utilizaron muestras de sangre periférica de
donadores sanos y se separaron las células mononucleares por gradiente de
densidad (Lymphoprep, Stem Cell Technologies). Posteriormente se separaron a
las células CD56+ por seleccion positiva utilizando perlas CD56+ (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Alemania). Se evalué el porcentaje de células CD56+
obtenidas mediante citometria de flujo utilizando un anticuerpo anti-CD56-PECy7

(BioLegend, San Diego, California, USA), siendo mas del 97%.

Para los ensayos de proliferacion, produccion de IL-10 y expresion de NKG2D, se
evaluaron dos poblaciones: células NK (CD56+CD3-) y células NKT

(CD56+CD3+), para ello se utilizaron los anticuerpos anti-CD56-PECy7
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(BioLegend) y anti-CD3-PE (BD, Franklin Lakes, Nueva Jersey, USA) o anti-CD3-

FITC (BD).

Il. CO-CULTIVOS

Para los ensayos de proliferacién y produccion de citocinas, se sembraron en
placas de 96 pozos de fondo plano 20,000 MSCs por pozo, con DMEM-Ig
(Biowest) suplementado al 10% con SFB (Biowest) y con penicilina, estreptomicina
y L-glutamina en las concentraciones antes descritas, y a las 24 h se cambio el
medio. En cuanto las células formaron monocapas (48 h), se cambié el medio a
medio de co-cultivo, el cual consisti6 de 50% DMEM-Ig (Biowest) y 50% RPMI
1640 (Biowest) suplementado al 10% con SFB (Biowest),100 U/ml de penicilina,
100 pg/ ml de estreptomicina y 2 mM de L-glutamina. Sobre esta monocapa se
sembraron 100, 000 células CD56+ por pozo recién obtenidas de sangre periférica
y se estimularon con 15 ng/ml de IL-2 cysl45ser (R&D, Minneapolis, USA) y se

dejaron en co-cultivo durante 5 dias.

Para los ensayos de citotoxicidad y para evaluar la expresion de MIC A/B y la
produccién de IDO y PGE2 en las MSCs, se sembraron 70,000 MSCs por pozo en
placas de 48 pozos, en DMEM-Ig (Biowest) suplementado al 10% con SFB
(Biowest) y con penicilina, estreptomicina y L-glutamina en las concentraciones
antes descritas. Se incubaron 24 h y se les cambi6 el medio a medio de co-cultivo.
Se sembraron sobre las monocapas de MSCs 350,000 células CD56+ recién
aisladas por pozo, se adicionaron 15 ng/ml de IL-2 (R&D) y se cultivaron durante 5

dias.
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ll. ENSAYO DE PROLIFERACION DE CELULAS NK Y NKT

Se tifleron a las células CD56+ recién aisladas con carboxifluoresceina ester
succinimidil (CFSE) (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) a una concentracion de
2.5 uM, se sembraron en co-cultivo con MSCs de las diferentes fuentes y se
estimularon con 15 ng/ml de IL-2 (R&D) por 5 dias. Como controles, se sembraron
durante el mismo periodo de tiempo células CD56+ tefiidas con CFSE (Invitrogen)
sin MSCs estimuladas con IL-2 (R&D) (control positivo) y sin estimular (control
negativo). Se realizaron co-cultivos en contacto celular y sin contacto celular

utilizando una membrana permeable con un ancho de poro de 0.4 um Transwell

(Corning, Nueva York, USA).

Después de 5 dias, se cosechd la fraccion no adherente y se les realizé tincion de
citometria para los marcadores CD56 (PECy7, BioLegend), CD3 (PE, BD) y para
viabilidad con 7-AAD (BD). Se realizé su lectura inmediata en un citbmetro FACS
CANTO 1l BD (BD, Franklin Lakes, Nueva Jersey, USA) y se realiz6 el analisis de

los datos con el programa FlowJo (FlowJo LLC, Ashland, Oregon, USA).

IV. CITOTOXICIDAD

Se co-cultivaron MSCs de las diferentes fuentes con células CD56+ como se
describié anteriormente. Se cosechd la fraccion no adherente (efectoras) y se
sembraron en placas de 96 pozos con fondo en U junto con células de la linea
K562 como blanco en medio RPMI 1640 (Biowest) suplementado con 10% SFB
(Biowest), penicilina, estreptomicina y L-glutamina en las concentraciones antes
descritas.
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Se sembraron las siguientes proporciones (efectora: blanco):

e 1:1(100,000:100,000)
e 2:1(200,000:100,000)

e 4:1(400,000:100,000)

Se incubaron durante 4h y después se les realizdé una tincion de citometria para
CD56-PECy7 (BioLegend), AnnexinV-APC (BD) y 7-AAD (BD). Se realizé su
lectura de manera inmediata en un citometro FACS CANTO Il BD (BD). Se
analizaron los datos con el programa FlowJo. El porcentaje de citotoxicidad se
evalué sumando el porcentaje de células en apoptosis temprana (Annexin V+, 7-

AAD-) més el porcentaje de las células en apoptosis tardia (Annexin V+, 7-AAD+).

V. DETECCION DE IFN-y E IL-10 EN LAS CELULAS CD56+

Se realizaron co-cultivos de células CD56+ y MSCs como se describi
anteriormente. También se sembraron células CD56+ sin MSCs estimuladas con
IL-2 (R&D) (control positivo) y sin estimular (control negativo) durante el mismo
periodo de tiempo. A los 4 dias de co-cultivo, se les adicion6 1ng/ml de IL-12
(R&D) y 10 ng/ml de IL-18 (R&D) para estimular la produccion de citocinas, y se
estimularon por 24h. Se incubaron con GolgiStop (BD) por 6 h, y se tifieron con
CD56-PECy7 (BioLegend) y CD3-FITC (BD) para citometria de flujo, seguida de
una tincion intracelular para detectar IFNy-BV421 (BD) e IL-10-PE (BD). Para la
tincion intracelular, las células NK fueron fijadas y permeabilizadas con solucion
Cytofix/Cytoperm (BD), luego incubadas con anti- IFNy-BV421 (BD) y/o anti-IL-10-
PE (BD) por 20 minutos a 4°C, lavadas y resuspendidas en PBS para su analisis.
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Se realiz6 su lectura inmediata en un citbmetro FACS CANTO Il BD (BD) y se

realizo el andlisis de los datos con el programa FlowJo.

VIi. PRODUCCION DE IDO, PGE2 Y EXPRESION DE MICA/B POR LAS MSCs

Para evaluar la produccion de IDO y la expresion de MICA/B en las MSCs, se
cultivaron células CD56+ con MSCs de las diferentes fuentes como se describi6
anteriormente. Después de 5 dias, se incubaron con GolgiStop (BD) por 6 h, se
cosecharon las monocapas de MSCs de manera mecanica y se les realiz6 una
tincién de citometria para detectar CD90-APC (BD), MICA/B (BD) seguida de una

tincion intracelular para detectar IDO-PE (BD).

Para la deteccion de PGE2, se colectaron los sobrenadantes de los co-cultivos y
se realiz6 con un kit de deteccién ELISA (Invitrogen) segun las instrucciones del
fabricante. La lectura se realiz6 en un lector de ELISA (DYNATEC MR5000) a 412

nm.

VIIl. ANALISIS ESTADISTICO

La n de las muestras de MSCs fue 3 para cada tipo, y cada una se retdé con dos
donadores diferentes de células CD56+. Se analizaron los datos con el programa
SPSS statistics 25, utilizando ANOVA de una via y una prueba post hoc Tukey

tomando como nivel de significancia los valores < 0.05.
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RESULTADOS

. LAS CaCu-MSCs EXPRESAN MICA/B EN SU MEMBRANA DE MANERA
BASAL Y ESTA EXPRESION DISMINUYE CUANDO ESTAN EN CONTACTO

CON CELULAS NK ESTIMULADAS

Se sabe que las MO-MSCs expresan PVR y Nectina-2 (ligandos de DNAM-1) asi
como ULBPs, MICA y MICB (ligandos de NKG2D) en su membrana celular
(Spaggiari et al., 2006). Ademas, se ha observado que la expresion de Nectina-2 y
PVR en las MO-MSCs disminuye cuando estdn en contacto con células NK
estimuladas con IL-2 (Najar et al., 2018). La presencia de estos ligandos de
receptores de activacion de las células NK en las MSCs, media el efecto citotoxico
que las células NK tienen sobre estas. Por su parte, la disminucién en expresiéon
de dichos ligandos en las MSCs, puede evitar que sean lisadas por las NKs y por
lo tanto, sean capaces de ejercer su actividad inmunosupresora. Con estos
antecedentes, en primera instancia decidimos analizar la interaccion entre MSCs y
células NKs en el contexto de la regulacion de la expresion de ligandos de

activacion de células NKs por parte de las MSCs.

Con este propdsito se cultivaron MO-MSCs (como control), CN-MSCs (también
como control) y CaCu-MSCs en presencia y en ausencia de células CD56+
activadas con IL-2 y se evaluo la expresion de MICA/B en la membrana celular de

las MSCs mediante citometria de flujo.

Solamente las MO-MSCs y las CaCu-MSCs expresaron MICA/B de manera basal

(52.77%x2.56 y 51.6%+5.33 respectivamente) (figura 2) y esta disminuyd de
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manera significativa cuando estuvieron en contacto con células NK activadas con

IL-2 (29.38%+6.12 y 27.2%+4.22 respectivamente) (figura 2 A, B).

Estos resultados sugieren que las MSCs de CaCu, al igual que las de MO, tienen
una alta expresion basal de MICA/B, por lo cual son susceptibles de ser lisadas
por las células NK. De manera interesante, la expresion de los ligandos disminuye
significativamente cuando estan en contacto con las células NK activadas, con lo

cual podrian evadir su efecto citotoxico mediado por NKG2D.
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Figura 2. Las CaCu-MSCs expresan MICA/B en su membrana. Se cultivaron MSCs de
MO, CN y CaCu solas y en presencia de células NK activadas con IL-2 durante 5 dias. A)
Gréficas de puntos representativas de la expresion de MICA/B en las MSCs de CaCu. B)
Las CaCu-MSCs expresan MICA/B en su membrana y esta disminuye cuando estan en

presencia de células NK activadas. *P<0.05.
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Il. LAS CaCu-MSCs DISMINUYEN LA PROLIFERACION DE LAS CELULAS NK
Y NKT EN AUSENCIA DE CONTACTO CELULAR

Resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio indican que las MSCs de
CaCu no disminuyen la proliferacion de linfocitos T CD3+ activados ni de
subpoblaciones de los mismos CD4+ y CD8+ (Hernandez-Estévez, 2016). Sin
embargo, debido a que se ha reportado que las MSCs de MO inhiben la
proliferacion de las células NK estimuladas (Sotiropoulou et al., 2006; Spaggiari et
al., 2006), evaluamos el efecto de las MSCs de CaCu y CN sobre esta actividad
funcional. Para ello, obtuvimos una poblaciéon de células CD56+ las cuales se
tineron con CFSE, se co-cultivaron en monocapas de MSCs de MO, CN y CaCu
con y sin contacto celular durante 5 dias y se activaron con IL-2. Como controles
se utilizaron células CD56+ tefiidas y cultivadas bajo las mismas condiciones, pero
en ausencia de MSCs. Se analizaron dos poblaciones: CD56+CD3- (células NK) y
CD56+CD3+ (células NKT). La proliferacion de las células NK y NKT estimuladas

en ausencia de MSCs se tomd como el 100%.

No se encontré diferencia significativa en contacto celular en la proliferacion de las
células NK y NKT co-cultivadas con MSCs de MO, CN y CaCu (Figura 3 A, B). Sin
embargo, en co-cultivos sin contacto celular, las MO-MSCs y CaCu-MSCs
disminuyeron la proliferacion de las células NK (50.3% +85 y 51.7 %5
respectivamente) y en mayor medida de las células NKT (12.07% +0.77 y 13.8%
+6.91 respectivamente) (Figura 3 B). Estos resultados sugieren que las MSCs de
CaCu a diferencia de aquellas de CN, tienen la capacidad de inhibir la proliferacién

de las células NK y NKT en ausencia de contacto celular.
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Figura 3. Las CaCu-MSCs inhiben la proliferacion de las células NK y NKT en
ausencia de contacto celular. Células CD56+ activadas con IL-2 en presencia de MSCs
de MO, CN y CaCu. Como control se utilizaron células CD56+ activadas con IL-2 en
ausencia de MSCs y su porcentaje de proliferacion se tomé como el 100%. A)
Histogramas representativos del efecto de las MSCs de CaCu sobre la proliferacion de las
células NK y NKT sin contacto celular. B) Media normalizada de porcentaje de
proliferacion de células NK. Solamente las MSCs de MO y CaCu sin contacto celular
disminuyeron la proliferacion de las células NK (CD56+CD3-) y NKT (CD56+CD3+). *P
<0.05.
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lll. LAS CaCu-MSCs DISMINUYEN LA ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LAS
CELULAS NK

Nuestro equipo de trabajo ha demostrado que las MSCs de CaCu disminuyen la
actividad citotoxica de los linfocitos CD8+ a través de la disminucion de la
expresion de HLA clase | en las células tumorales (Montesinos et al., 2013).
Ademas, se ha reportado que las MSCs de MO disminuyen la actividad citotdxica
de las células NK (Sotiropoulou et al., 2006; Spaggiari et al., 2008), por ello
decidimos evaluar el efecto de las MSCs de CaCu y CN sobre esta actividad

funcional en las células NK.

Para determinar lo anterior, se co-cultivaron células CD56+ estimuladas con IL-2
en presencia de MSCs de MO, CN y CaCu durante 5 dias en presencia de
contacto celular. Después de este periodo, se cosecharon y retaron frente a
células de la linea K562 como blanco en diferentes proporciones efectora: blanco
(1:1, 2:1y 4:1) durante 4 horas. Posteriormente, las células K562 se tifieron con 7-
AAD y Annexin V para evaluar el porcentaje de apoptosis de las mismas. Como
control positivo fueron utilizadas células CD56+ estimuladas con IL-2 y cultivadas

bajo las mismas condiciones, pero en ausencia de MSCs.

Las MSCs de CN no tuvieron ningun efecto sobre la actividad citotoxica de las
células NK (figura 4), mientras que las MSCs de MO y CaCu la disminuyeron de
manera significativa cuando la proporcion efectora: blanco (E:B) fue 4:1 (control

73.5%%3.1, MO-MSCs 55.67%+2.31 y CaCu-MSCs 56.23%+3.1) (figura 4).
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Estos resultados sugieren que las MSCs de CaCu tienen un efecto inhibitorio en la
citotoxicidad de las células NK, la cual es una de las funciones mas importantes de

estas. Células NK NK+ MO-MSCs NK+ CN-MSCs NK+CaCu-MSCs
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Figura 4. Las CaCu-MSCs disminuyen la actividad citotéxica de las células NK. Se
cultivaron células NK estimuladas con IL-2 en presencia de MSCs de MO, CN y CaCu y
se evalué su actividad citotoxica hacia células de la linea K562 bajo diferentes
proporciones E:B (1:1, 2:1 y 4:1). Como control se evaluaron a células NK cultivadas bajo
las mismas condiciones, pero en ausencia de MSCs. A) Gréficas de puntos
representativas. B) Solamente las MSCs de MO y CaCu disminuyeron esta funcion de las
células NK en la proporcion 4:1. De manera interesante, las CaCu-MSCs se comportaron
de manera muy parecida a las MO-MSCs en todas las proporciones E:T evaluadas.
*Indica diferencia significativa respecto al control (P<0.05).
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IV. LAS MSCs DE CaCu NO DISMINUYEN LA PRODUCCION DE IFNy EN LAS
CELULAS NK PERO INCREMENTAN LA PRODUCCION DE IL-10 EN LAS
CELULAS NKT

La presencia de MICA/B en las MSCs permite la interaccion con las células NK a
través de la activacion de receptores como NKG2D, estimulando asi la produccion
de IFN-y en las células NK, citocina que induce la actividad inmunosupresora de

las MSCs.

Se ha descrito que las células NK co-cultivadas con MO-MSCs incrementan la
produccion de IFN-y en primera instancia (Spaggiari et al., 2008; Thomas et al.,
2014; Cui et al., 2016; Najar et al., 2018) pero bajo ciertas condiciones, las MO-
MSCs pueden disminuir la produccion de IFN-y en las células NK (Sotiropoulou et
al., 2006; Spaggiari et al., 2008). También se ha descrito que las MO-MSCs

estimulan la produccién de IL-10 por células NKT (Gazdic et al., 2017).

Con base en lo reportado para MO-MSCs, quisimos evaluar el efecto de CN-MSCs
y CaCu-MSCs sobre la produccion de citocinas por las células NK y NKT, para lo
cual obtuvimos células CD56+ y las cultivamos en presencia de IL-2 y de MSCs de
MO, CN y CaCu en contacto celular durante 5 dias. Al cuarto dia las estimulamos
con IL-12 e IL-18 durante 24 h y después evaluamos la produccion de IFN-y en las
células NK (CD56+CD3-) y de IL-10 en las células NK y NKT (CD56+CD3+) por
medio de citometria de flujo. Como controles se utilizaron células CD56+

cultivadas bajo las mismas condiciones, pero en ausencia de MSCs.

Nosotros encontramos que las MSCs de CaCu, CN e incluso MO, no tienen un

efecto significativo sobre la produccion de IFNy por las células NK. Sin embargo,
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se puede apreciar una tendencia a la disminucién de la produccion de esta
citocina por las células NK que fueron co-cultivadas con MSCs de MO y de CaCu
(figura 5 A 'y C). En cuanto a la produccién de IL-10, la cual es una citocina
antiinflamatoria, detectamos un incremento significativo de esta por las células
NKT en co-cultivo con MSCs de MO y de CaCu (control 1.82% +0.38, MO

14.53%+1.5, CaCu 11.07+0.65) pero no por las células NK (figura 5 B y D).

Estos resultados sugieren que las MSCs de CaCu bajo estas condiciones de
cultivo no tienen un efecto significativo sobre la produccién de IFN por las células

NK, pero incrementan la produccién de IL-10 por las células NKT.
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Figura 5. Efecto de las MSCs de CaCu en la produccién de citocinas por las células
NK y NKT. Se aislaron células CD56+ y se co-cultivaron en presencia de MSCs de MO,
CN y CaCu e IL-2 durante 5 dias. Al cuarto dia se adicionaron IL-12 e IL18 y se
estimularon durante 24 h, y se evalu6 la produccion de IFN-y e IL-10 mediante citometria
de flujo. A) Gréficas de puntos representativas de la produccion de IFN-y por las células
NK en co-cultivo con MSCs de MO, CN y CaCu. B) Gréficas de puntos representativas de
la estimulacion de la produccion de IL-10 en las células NKT por las MSCs de CaCu. C)
Las MSCs de MO, CN y CaCu no tienen efecto sobre la produccion de IFN-y en las
células NK. D) Las MSCs de CaCu incrementan la produccion de IL-10 en las células NKT
pero no en las NK. *P<0.05.
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V. LAS MSCs DE CaCu INCREMENTAN SU PRODUCCION DE IDO Y PGE2 EN

CO-CULTIVO CON CELULAS NK ACTIVADAS

Se ha reportado que las moléculas involucradas en la inhibicion de la actividad
funcional de las células NK por las MO-MSCs son IDO y PGE2, y ademas se ha
observado un efecto sinérgico entre estas (Spaggiari et al., 2008). Se sabe que
cuando las MO-MSCs estan en presencia de IFN-y secretan IDO y PGE2
(Waterman et al., 2010; Bernardo y Fibbe, 2013). También se ha descrito que las
MO-MSCs estimulan la produccién de IL-10 en células NKT mediado por IDO
(Gazdic et al., 2017). Por lo tanto, evaluamos la produccion de IDO y PGE2 en las
MSCs de CaCu como posibles responsables de la disminucion de la proliferacion y

capacidad citotéxica de las células NK.

Para evaluar ello, cultivamos MSCs de CN y CaCu en presencia de células CD56+
estimuladas con IL-2 y medimos la presencia de IDO intracelular en las MSCs y de
PGE2 en el sobrenadante de los diferentes co-cultivos mediante ELISA. Como

control positivo se utilizaron MO-MSCs bajo las mismas condiciones de cultivo.

Se detectd la presencia de IDO en las MSCs de CaCu de manera basal (MO
23.86%+0.78, CN 2.27%+0.95, CaCu 13.42%+6.56) (figura 6 A, B) y no hubo
diferencia significativa entre la produccion de esta enzima en las MSCs de CaCu y
MO (figura 6B). Cuando se cultivaron en presencia de células NK activadas con IL-
2, las MSCs de MO y de CaCu incrementaron su produccion de IDO (MO
44.5%+3, CN 5.24%+0.68, CaCu 26.55%+2.88) y las CaCu-MSCs produjeron

significativamente mas que las CN-MSCs (figura 6C). Aungue este incremento en
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la produccion de IDO por las CaCu-MSCs en contacto con células NK activadas
no alcanzo a ser significativo con respecto al basal a diferencia de lo ocurrido con
las MO-MSCs, si se observa un notorio aumento de esta enzima (p = 0.09) (figura

6D).

En cuanto a PGEZ2, todas las MSCs evaluadas secretaron esta molécula cuando
estuvieron en contacto con células NK estimuladas con IL-2 (MO 3.7+0.61, CN
10.93+0.24, CaCu 3.46+1.82) y de manera interesante las CN-MSCs secretaron
una cantidad significativamente mayor en comparaciébn con los otros tipos

evaluados (figura 7).
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Figura 6. Las MSCs de CaCu incrementan la produccion de IDO en presencia de
células NK estimuladas con IL-2. Se cultivaron MSCs de MO, CN y CaCu en presencia
de células NK estimuladas con IL-2 y se detecté la presencia de IDO dentro de las MSCs
mediante citometria de flujo. A) Gréficas de puntos representativas de la produccion de
IDO por las CaCu-MSCs. B) Las CaCu-MSCs producen IDO de manera basal. C) CaCu-
MSCs estimuladas con células NK producen mas IDO que CN, aunque la diferencia entre
el basal y estimuladas no alcanza a ser significativa (D). *P<0.05.
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Figura 7. Las MSCs de CN y CaCu secretan PGE2. Se cultivaron MSCs de MO, CN y
CaCu en presencia de células NK activadas con IL-2 y se detect6 en el sobrenadante la
presencia de PGE2 mediante ELISA. Las CaCu-MSCs secretan PGE2 cuando son
estimuladas por las células NK, pero las CN-MSCs secretan una cantidad
significativamente mayor. *P<0.05.
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DISCUSION

Nuestro equipo de trabajo ha demostrado que las MSCs provenientes de CaCu
disminuyen la actividad citotoxica de los linfocitos CD8+ a través de la reduccién
de la expresion de HLA clase | en las células tumorales (Montesinos et al., 2013).
Sin embargo, hasta ahora, no se sabia el efecto de estas MSCs sobre las células
NK, las cuales desempefian un papel importante en la eliminacion de las células

tumorales (Song et al., 2015).

Se ha publicado que las MO-MSCs expresan ligandos de activacion de las células
NK como PVR, Nectina-2, ULBPs, MICA y MICB en su membrana celular
(Spaggiari et al., 2006) y debido a ello, las células NK estimuladas a través de los
mismos, son capaces de lisar a las MSCs (Poggi et al., 2005; Sotiropoulou et al.,
2006; Spaggiari et al., 2006; Najar et al., 2018), por ejemplo a través de la
interaccion de NKG2D con MICA (Poggi et al., 2005). De igual forma se ha
demostrado que el bloqueo de NKp30, NKG2D y DNAM-1, puede inhibir este
efecto citolitico (Spaggiari et al., 2008). De manera interesante, se ha observado
una disminucion en la expresién de Nectina-2 y PVR en las MO-MSCs cuando
estan en contacto con células NK estimuladas con IL-12 e IL-2 (Najar et al., 2018).
Con base en ello, decidimos evaluar como primer punto de interaccion entre MSCs
de cérvix y células NK, si las primeras expresaban MICA/B en condiciones basales
y si esta expresion se modificaba en presencia de las células NK activadas.
Encontramos que tanto las MO-MSCs como las CaCu-MSCs, expresaron MICA/B
de manera basal y esta disminuyé de manera significativa cuando estuvieron en
contacto con células NK activadas con IL-2. Estos resultados sugieren que las
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MSCs de CaCu, al igual que las de MO, tienen una alta expresion basal de
MICA/B, por lo cual son susceptibles de ser lisadas por las células NK. Sin
embargo, esta expresion disminuye de manera significativa cuando estan en
contacto con las células NK activadas, lo cual podria repercutir en la evasion de la
citotoxicidad mediada por NKG2D y por lo tanto permitir que las CaCu-MSC

puedan ejercer efecto sobre la proliferacion y citotoxicidad capacidades de las NK.

Asimismo, se ha reportado que las células tumorales han desarrollado
mecanismos para minimizar o evadir la respuesta de las células NK mediada por
NKG2D, ello al liberar MICA de la superficie celular y comportarse como una
molécula soluble, la cual al interactuar con NKG2D, bloquea el reconocimiento de
las células tumorales por parte de las células NK vy linfocitos T CD8+ (Groh et al.,
2002). Con ello un posible escenario es que las CaCu-MSCs liberen esta molécula
para inhibir su lisis por las células NK, al bloquear el receptor NKG2D, sin

embargo, esto debe ser probado.

Es importante notar que la presencia de MICA/B en las MSCs, puede permitir la
interaccion con las células NK activandolas y estimulando la produccion de IFN-y,
el cual se sabe enciende la actividad inmunosupresora de las MSCs (Spaggiari et

al., 2006).

Un posible efecto de las CaCu-MSCs sobre las células NK, es disminuir su
proliferacion para favorecer el desarrollo de las células tumorales. Al respecto
demostramos que la proliferacion de las células NK y NKT, no es afectada en

cultivos con contacto en presencia de MSCs de MO, CN o CaCu. Sin embargo, en
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ausencia de contacto celular, las MO-MSCs y CaCu-MSCs, disminuyeron la
proliferacion de las células NK y, en mayor medida de las células NKT, lo cual
puede deberse a que al expresar MICA/B en su membrana, las CaCu-MSCs son
blancos de las células NK y pueden ser lisadas. Sin embargo, al eliminar el
contacto celular, las CaCu-MSCs evaden esta interaccién y secretan moléculas
inmunosupresoras como IDO y PGE2. Estos resultados contrastan con lo
reportado por algunos autores (Sotiropoulou et al., 2006; Spaggiari et al., 2006)
quienes encontraron que las MSCs de MO inhiben la proliferacion de las células
NK estimuladas con IL-2 o IL-15 con contacto celular. Sin embargo, un estudio
reciente donde utilizaron sobrenadantes en vez de co-cultivo, mostré que
dependiendo de la citocina con que se activen las células NK, las MO-MSCs
pueden o no disminuir su proliferacion, es decir, si son estimuladas con IL-12 o IL-
21, el efecto es inhibitorio, no asi al ser estimuladas con IL-2 o 15 (Najar et al.,
2018). Nuestros resultados pueden deberse a que en contacto celular con las
células NK, las CaCu-MSCs son susceptibles a ser lisadas por las células NK a
través de NKG2D, dado que expresan MICA/B en su membrana. Dicho efecto se
evita al colocar una membrana permeable entre ambos tipos celulares, tal es el
caso de los cultivos sin contacto en donde la CaCu-MSCs ejercieron un efecto

significativo sobre las células NK y NKT al disminuir su proliferacion.

Se ha demostrado que, en un microambiente tumoral, las células NK presentan
una disminucién en su actividad citotoxica (Carrega et al., 2008), por lo que
evaluamos el efecto de las MSCs de CaCu sobre esta funcion, para determinar si

las CaCu-MSCs podrian ser responsables en parte de este fendmeno en el
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contexto de CaCu. Nosotros encontramos que las MSCs de CN no tuvieron efecto
sobre la actividad citotdxica de las células NKs, mientras que las MSCs de CaCu
la disminuyeron de manera significativa. Se ha reportado que las MSCs de MO
pueden disminuir la actividad citotoxica de las NKs, debido a su capacidad para
disminuir la expresion de los receptores de activacion NKp30, NKp44 y NKG2D en
estas células (Sotiropoulou et al., 2006; Spaggiari et al., 2008) y a la secrecion de
moléculas inmunosupresoras como IDO y PGE2 las cuales actian de manera
sinérgica (Spaggiari et al., 2008, Galland et al., 2017). Contradictoriamente, se ha
reportado que las MO-MSCs incrementan la degranulacion de las células NK
(medida a través de la expresion de CD107a) y la secrecion de granzimas y
perforinas (Najar et al., 2018). Sin embargo, estos resultados se obtuvieron
usando como célula blanco a la misma MSCs, lo cual comprueba lo ya reportado

sobre la actividad citotéxica de las células NK hacia las MSCs.

La interaccion entre las MO-MSCs vy las células NK en cuanto a la regulacion de
produccién de citocinas es compleja. Algunos autores reportan que estas MSCs
inhiben la produccién de citocinas proinflamatorias como TNFa, IFN-y e IL-4
(Aggarwal y Pittenger, 2005; Sotiropoulou et al., 2006). Spaggiari et al (2008)
observaron que esta inhibicion ocurri6 cuando pre-estimularon a las MSCs con
IFN-y. Por otra parte, se ha descrito que las MSCs de MO inhiben la secrecion de
citocinas proinflamatorias como TNFa, IFN-y e IL-4 y estimulan la produccion de
IL-10 por células NKT (Gazdic et al., 2017). En cuanto a MSCs de cancer, las
MSCs provenientes de carcinoma de células escamosas de pulmon pueden

disminuir in vitro la produccion de IFN-y y TNF-a a través de la secreciéon de PGE2
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(Galland et al., 2017). En contraste, otros autores encontraron que las células NK
co-cultivadas con MO-MSCs incrementan su secrecion de TNF-a (Prigione et al.,
2009; Najar et al., 2018) y de IFN-y (Spaggiari et al., 2008; Thomas et al., 2014;

Cui et al., 2016; Najar et al., 2018).

Nosotros no encontramos un efecto significativo de las MSCs de MO, CN ni de
CaCu sobre la produccién de INFy por las células NK, pero encontramos que las
MSCs de CaCu incrementan la produccion de IL-10 en las células NKT. La IL-10
es una citocina antinflamatoria, mientras que IFN-y es proinflamatoria, sin
embargo, se ha propuesto que IFN-y es una citocina que tiene funciones pro y
antiinflamatorias, ya que puede inducir la secrecion de mediadores inmunes, como
IDO, que disminuyen la actividad de los linfocitos T y NK (Minguela et al., 2007;
Munn y Mellor, 2012). Nuestros resultados sugieren que las MSCs de CaCu bajo
estas condiciones de cultivo no tienen un efecto significativo sobre la produccion
de IFN en las células NK, pero incrementan la produccién de IL-10 en las células

NKT.

Cuando las MSCs estan en un ambiente pro-inflamatorio, secretan moléculas
como IDO y PGE2 (Waterman et al., 2010; Bernardo y Fibbe, 2013) que generan
un ambiente anti-inflamatorio. Se ha descrito que las MSCs son capaces de
producir moléculas involucradas en la inhibicion de la actividad funcional de las
células NK y NKT como IDO y PGE2 (Spaggiari et al., 2008; Prigione et al., 2009;
Galland et al., 2017) y ademas se ha observado que estas moléculas tienen un
efecto sinérgico, mientras que TGF-B no esta involucrado directamente en la
interaccion entre estas células (Spaggiari et al., 2008; Galland et al., 2017).
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IDO ha mostrado disminuir la proliferacion y citotoxicidad de las células NK
(Chiesa et al., 2006). En cancer de ovario, la expresion de IDO inhibe la actividad
citotdxica de las células NK in vitro e inhibe la acumulacion de estas células en el
estroma del tumor in vivo (Nonaca et al., 2011) mientras que en CaCu, la actividad
de IDO se ha asociado a un mal prondstico y baja sobrevida (Ferns et al., 2015).
Nosotros detectamos la presencia de IDO en las MSCs de CaCu de manera basal,
y no hubo diferencia significativa entre CaCu y MO. Cuando se cultivaron en
presencia de células NK, las CaCu-MSCs incrementaron su produccion de IDO y

las CaCu-MSCs produjeron significativamente mayor cantidad que las CN-MSCs.

La PGE2 tiene un efecto inhibitorio en la proliferacion de linfocitos T, ademas,
inhibe la produccion de citocinas de tipo Thl como IL-2 e INFy e incrementa la
actividad Th2, induciendo la liberacion de IL-4, IL-5 e IL-10 (Harris et al., 2002).
Las MSCs de carcinoma de células escamosas de pulmon lograron inhibir la
actividad citotoxica y la produccién de IFN-y por las células NK a través de PGE2
(Galland et al., 2017). En nuestro sistema, todas las MSCs que evaluamos
secretaron PGE2 cuando estuvieron en contacto con células NK estimuladas con
IL-2 y de manera interesante las CN-MSCs secretaron una cantidad
significativamente mayor en comparacion con los otros tipos evaluados. Estos
resultados sugieren que las CaCu-MSCs producen IDO y PGE2, moléculas
inmunosupresoras cuando estan en contacto con células NK activadas, por lo que
estas moléculas podrian tener un efecto sinérgico y ser responsables del efecto

inmunosupresor que detectamos en proliferacion y citotoxicidad. La secrecion de
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PGE2 por las MSCs de CaCu, puede ser responsable de la estimulacién de la

produccion de IL-10 por las células NKT.

En conjunto, nuestros resultados concuerdan con lo reportado con Galland et al
(2017) quienes mencionan que las MSCs provenientes de carcinoma de células
escamosas de pulmén fueron significativamente més inmunosupresoras (contacto
dependiente) que las MSCs de pulmén sano. Nosotros demostramos un fenémeno

similar con las MSCs provenientes de carcinoma epidermoide de cérvix.

En tejidos quiescentes, en ausencia de estimulos inflamatorios, las MSCs pueden
disminuir o incluso perder temporalmente su capacidad inmunosupresora. Sin
embargo, en un microambiente tumoral, que imita la reparacion tisular y contiene
una gran variedad de citocinas proinflamatorias, las MSCs pueden recuperar su
potencial inmunosupresor (Galland et al, 2017), por lo tanto, es congruente que las
CaCu-MSCs estén mas relacionadas funcionalmente con MO-MSCs que con las

de CN.
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CONCLUSIONES

Las CaCu-MSCs expresan MICA/B en su membrana plasmatica, y esta puede
permitir que inicie una interaccion entre las MSCs y las células NK a través de la
union a receptores de activacion de las células NK, las cuales en respuesta
secretan INF-y, una citocina proinflamatoria necesaria para la activacion de las
MSCs hacia una funcién inmunosupresora. Una vez activadas, las MSCs

incrementan su produccién de moléculas antiinflamatorias como IDO y PGE2.

Las MSCs provenientes de CaCu lograron disminuir de manera significativa la
proliferacion y citotoxicidad de las células NK y NKT estimuladas con IL-2, pero la
inhibicion de la proliferacion solamente se observdé en ausencia de contacto
celular. Lo cual puede estar relacionado a que este tipo de MSCs demostraron
expresar MICA/B en su membrana, por lo que son susceptibles a ser lisadas por
las células NK a través de la interaccion con el receptor NKG2D cuando estan en
contacto directo con estas. De manera interesante, esta expresion de MICA/B
disminuy6 cuando estuvieron en cultivo en presencia de células NK, lo cual podria

protegerlas en cierta medida de este efecto citotoxico.

Las MSCs de MO y de CaCu no tuvieron efecto en la produccion de IFN-y por las
células NK, aunque se observa una tendencia a disminuirla; sin embargo, estas
células lograron estimular a una poblacion de células NKT para que produjeran IL-
10, la cual es una citocina inmunosupresora que puede estar participando en la
disminucion de la proliferacion y citotoxicidad de las células NK en co-cultivo con

las CaCu-MSC:s.
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Las moléculas involucradas en la supresion de la actividad de las células NK por
las MSCs pueden ser IDO y PGE2, ya que se detecto la presencia de IDO en las
MSCs de CaCu de manera basal y esta aumenté en presencia de células NK
activadas. También se detecto6 la presencia de PGE2 en el sobrenadante de los
co-cultivos de MSCs con células NK e interesantemente, las CN-MSCs secretaron
una cantidad significativamente mayor de PGE2 que las demas MSCs, pero esto
no se vio reflejado en un efecto inmunosupresor. Esto puede deberse a que, como
se ha reportado anteriormente, el efecto inmunosupresor de PGE2 mejora de
manera sinérgica en presencia de IDO, y no se detectd esta molécula en las

MSCs de CN.

Las MSCs provenientes de CaCu mostraron un comportamiento inmunosupresor
similar al de las MO-MSCs y superior a aquellas de CN. Estos resultados
demuestran que las CaCu-MSCs pueden desempefiar un papel importante en la
progresion de CaCu, por lo que podrian ser un futuro blanco dentro del tratamiento

de esta enfermedad.
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PERSPECTIVAS

Para probar el efecto de las CaCu-MSCs sobre la actividad citotoxica de las
células NK, se utilizd a una linea celular que ha sido reportada como blanco de
éstas (K562), pero seria muy interesante evaluar el efecto de las CaCu-MSCs
sobre la citotoxicidad de las células NK hacia células tumorales de cancer de

cérvix.

La inhibicién de la proliferacion de las células NK y NKT por las MSCs de MO y
CaCu sélo se observd en ausencia de contacto celular, por lo tanto, seria
interesante evaluar el efecto de las CaCu-MSCs sobre la produccion de IFN-y e IL-

10 por las células NK y NKT bajo estas mismas condiciones.

Para comprobar que PGE2 e IDO son las moléculas responsables de la actividad
inmunosupresora de las MSCs de CaCu sobre las células NK y NKT, se debe

evaluar el efecto de inhibidores de estas moléculas en este sistema de co-cultivo.

Finalmente, la inclusién de células tumorales en este sistema nos brindaria
informacién importante sobre la funcion de las MSCs de CaCu en un modelo un

poco mas cercano al microambiente tumoral.
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