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Resumen

En México, el cancer de cérvix (CaCu) es el segundo en incidencia y es la
segunda causa de muerte por padecimientos oncol6gicos en pacientes femeninos.
Se ha sugerido que las células estromales mesenquimales (MSCs del inglés
Mesenchymal Stromal Cells), forman parte del microambiente tumoral y podrian
tener 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) y su participacion en
proteger a las células neoplasicas de la actividad citotdxica de linfocitos T y
Natural Killer (NK), pero actualmente no se conoce la capacidad inmunosupresora

de MSCs hacia las células dendriticas (DCs) en el microambiente tumoral.

Con la idea de profundizar en los mecanismos que participan en el
desarrollo del CaCu, en el presente estudio, hemos comparado la capacidad de
MSCs provenientes de cérvix normal (CN-MSCs) y CaCu-MSCs de afectar el
comportamiento de DCs derivadas de monocitos (moDCs) en términos de
diferenciacion, maduracién, fagocitosis, capacidad de inducir proliferacion de los
linfocitos T y generar linfocitos T-reguladores (Tregs). Como control, se usaron
MO-MSCs de las cuales se ha documentado su potencial inmunosupresor de

moDCs



En este estudio se demostré que las CaCu-MSCs y CN-MSCs tienen
capacidad similar de disminuir la diferenciacion de monocitos a células dendriticas
inmaduras (iDCs) ya que las DCs que fueron diferenciadas en cultivos con CaCu-
MSCs y CN-MSCs mantuvieron la expresion de CD14. Ademas, la intensidad
media de fluorescencia (MFI) de CD11b y CD11c fue menor en los cultivos con
CaCu-MSCs y CN-MSCs. También ambos tipos de MSCs redujeron el porcentaje

de células positivas para CD80, CD86 y CD83 al inducir maduracioén a las DCs.

Las CaCu-MSCs y CN-MSCs aumentaron el porcentaje de células que
fagocitaron. Ambos tipos de MSCs mejoraron la capacidad de las DCs de generar
linfocitos Tregs. Ademas, la proliferaciéon de los linfocitos T fue significativa menor
cuando las células dendriticas maduras (mDCs) habian sido cultivadas con CN-

MSCs y CaCu-MSCs.



Marco tedrico
1. Cancer de cérvix

El CaCu es el cuarto cancer diagnosticado con mas frecuencia y la cuarta
causa principal de muerte por cancer en mujeres en el mundo, en el 2020 se
estimaron 604,000 casos nuevos de CaCu y 342,000 muertes por CaCu en todo el
mundo, lo que representa el 8% de todas las muertes por cancer en mujeres
(GLOBOCAN, 2020; Sung et al, 2020). En México, este tipo de cancer sigue
ocupando el segundo lugar en incidencia y es la segunda causa de muerte por

padecimientos oncoldgicos en mujeres (GLOBOCAN, 2020).

La presencia de una infeccion persistente por el virus del papiloma humano
(VPH) es el principal factor etiolégico en el proceso de carcinogénesis, a pesar de
eso, la infeccién por VPH por si misma no es suficiente para generarlo, ya que no
todas las infecciones de VPH culminan en CaCu, el 90% se resuelven por si
mismas en dos o tres afios (Balasubramaniam et al, 2019; Okunade, 2019;

Olusola et al, 2019).

Los VPH son un grupo de virus sin envoltura que pertenecen a la familia
Papillomaviridae, de unos 55nm de diametro, tienen un a capside icosaédrica con
72 capsomeros, el genoma consta de una sola molécula de Acido
desoxirribonucleico (ADN) de doble cadena circular de aprox. 8kb, que abarca
ocho marcos de lectura abiertos (ORF, open reading frame), (Figura 1) (Estévéao et

al, 2019; Okunade, 2019; Schiffman et al, 2016).
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Figura 1. Estructura del VPH y organizacidon del genoma. a) Se muestran particulas de
VPH (55 nm de diametro) en una micrografia electrénica de transmision tefiida negativamente.
b) Diagrama del genoma del VPH tipica de los tipos de VPHar, como VPH16. Los promotores
temprano (P97) y tardio (P670) estdn marcados con puntas de flecha. Los seis primeros
marcos abiertos de lectura (ORF), E1, E2, E4y E5 (en verde) y E6 y E7 (en rojo), se expresan
a partir de diferentes promotores en diferentes etapas durante la diferenciacién de células
epiteliales. Los ORF tardios L1 y L2 (en amarillo) se expresan a partir del promotor P670 en las
capas epiteliales superiores como resultado de cambios en el empalme. La regidn larga de
control (LCR) es una regidn no codificante del genoma que contiene el origen de la replicacién,
asi como secuencias de control postranscripcionales que contribuyen a la expresién génica
viral. Se muestran los sitios de unidn para los productos génicos virales E1 y E2 y el factor de
transcripcion SP1. Los productos génicos centrales (indicados con un asterisco (*)) son
proteinas virales que se requieren para la replicacion del genoma, el ensamblaje viral y la
liberacion; las indicadas con una doble cruz (f) son proteinas accesorias con funciones que
incluyen la entrada al ciclo celular y la evasion inmunitaria (Tomada de Schiffman et al, 2016).

El VPH es la infeccion viral mas comun del tracto reproductivo, pero solo
trece tipos de VPH, conocidos como VPH de alto riesgo (VPHar), transmitidos
sexualmente, en particular VPH16 y VPH18, causan practicamente todos los

canceres de cuello uterino, una gran fraccion de canceres anogenitales, una



proporcién creciente de otros canceres orofaringeos y algunos casos de canceres
del tracto genital inferior (vulva, vagina y pene) (Bravo et al, 2015; Estévao et al,

2019; Okunade, 2019; Schiffman et al, 2016; Van Doorslaer, 2013).

El VPHar infecta a los queratinocitos (KCs, keratinocyte) indiferenciados, se
ensambla exclusivamente en el nucleo y luego se replica de una manera
dependiente de la diferenciacion. La célula infectada es una célula basal epitelial,
la amplificacion del genoma ocurre tipicamente en las capas epiteliales medias,
mientras que el ensamblaje y liberacion ocurre en la superficie epitelial (Figura 2)

(Bravo et al, 2015; Estévao et al, 2019).

La progresion de las células epiteliales infectadas por VPHar a cancer
invasivo es un proceso a largo plazo, aproximadamente 10 afios, la infeccion de
VPHar y la integracion de su genoma en el cromosoma huésped de las KCs,
impulsados principalmente por oncoproteinas E6 y E7 producen cambios
epiteliales que ayudan a la transformacién en un microambiente tumoral (Figura 2)

(TME, tumor microenvironment) (Smola, 2017).

Otros factores que influyen en el desarrollo del cancer son: la predisposicion
genética del individuo, frecuencia de reinfecciones por VPH y otros virus,
microbiota vaginal, cambios en niveles hormonales, el tabaquismo, la edad, la
dieta, higiene, nivel socioecondmico Yy la respuesta inmunoldgica
(Balasubramaniam et al, 2019; Okunade, 2019; Olusola et al, 2019). Incluso,
existen tumores cérvicos no relacionados con VPH que representan

aproximadamente 5% de los tumores cérvicos (Fernandez et al, 2022).
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Figura 2. El VPH accede a las células basales del epitelio cervical. Después de la infeccion,
los genes E1, E2, E4, E5, E6 y E7 del VPH se expresan y el ADN viral se replica a partir del ADN
episomal. Las oncoproteinas E5, E6 y E7 son factores cruciales para la carcinogénesis, E5
promueve la hiperproliferacion y previene la apoptosis de células infectadas, facilitando la
progresion tumoral. Mientras las proteinas E6 y E7 provocan la desregulacién del ciclo celular a
través de mecanismos separados. En las capas superiores del epitelio (la zona media y la zona
superficial), el genoma viral se replica ain mas y se expresan los genes L1 y L2 y E4. El virus
puede entonces iniciar una nueva infeccion. Las neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) de bajo
grado de bajo grado favorecen la replicacion viral productiva. Algunas infecciones por el VPHar
progresan NIC a de alto grado. La progresion de las lesiones no tratadas a cancer invasivo se
asocia con la integracion del genoma del VPH en los cromosomas del huésped (nucleos rojos) vy la
sobreexpresion posterior de la expresién del oncogén E6 y E7. (Tomada y modificada de Crosbie
et al, 2013).

2. Microambiente tumoral

La composicion del TME varia entre los diferentes tipos de tumor, pero las
caracteristicas distintivas incluyen células inmunes, células endoteliales, células

del estroma y matriz extracelular (MEC) (Anderson y Simén, 2020; Arneth, 2019).



Entre las células inmunes presentes en el TME se pueden encontrar las DCs
actian como un vinculo entre la respuesta innata y adaptativa (Anderson y Simon,
2020). Las MSCs forman parte del estroma y son capaces de dar origen al resto
de los componentes del estroma (fibroblastos, miofibroblasto, adipocitos y células
estrelladas) (Coffman et al, 2019). Las células del estroma secretan factores que
influyen en la angiogénesis, proliferacion, invasion y metéstasis (Anderson y

Simon, 2020; Arneth, 2019).

2.1 Ceélulas dendriticas

La DCs son células del sistema inmune especializadas en la presentacion
de antigeno. Todas las DCs exhiben las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad clase 1 (MHC-I) y clase Il (MHC-II), y en todas esta presente
las moléculas co-estimuladoras CD40, CD80 y CD86. Las DCs se originan a partir
de células progenitoras comunes mieloides y células progenitoras comunes

linfoides (MacDonald et al, 2002; Szabolcs et al, 2003).

Las DCs se clasifican funcionalmente en tres tipos: DC clasicas o comunes,
las DCs plasmacitoides y las DC derivas de monocitos (moDCs). Las DCs clasicas
y plasmacitoides estan presentes y activas en condiciones de estado estacionario,
mientas las moDCs tienden a surgir solo durante la inflamacion y son de
naturaleza muy plastica. Las moDCs pueden originarse de sus precursores
monocitos en caso de inflamacion o cuando se exponen in vitro a combinaciones

apropiadas de citocinas, que incluyan el Factor estimulante de colonias de
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macréfagos y granulocitos (GM-CSF) e interleucina 4 (IL-4) (MacDonald et al,

2002; Palucka et al, 1998; Szabolcs et al, 2003).

Las DCs se encuentran en grandes cantidades en los epitelios del cuerpo,
como la piel, la vagina, la parte exterior del cuello uterino y el ano (Randolph et al,
2005). Estas se pueden encontrar en dos estadios de maduracion: DC inmaduras

(iDC) y DC maduras (mDC) (Shortman y Liu, 2002).

La funcion principal de las iDC es reconocer a los antigenos por medio de los
receptores de reconocimiento de patron (PRR). Entre los PRR se encuentra los
receptores CD11b y CD11c que reconocen al complemento. Al reconocer a su
antigeno, las DCs lo fagocitan o endocitan y lo procesan para ser presentados por
medio del MHC (Rossi y Young et al, 2005). Particularmente en las moDCs tienen

una alta expresion de CD11c y CD11b (Tang-Huau y Segura, 2019).

Al madurar, las DCs disminuyen la capacidad de endocitosis, salen de los
tejidos periféricos, pasan a la circulacion sanguinea o linfatica, emigran a regiones
de los organos linfoides donde residen linfocitos T y les presentan el antigeno
correspondiente, induciendo la proliferacion y activacion de dichos linfocitos. Al
madurar cambia el fenotipo de las DCs, disminuyen la expresion de PRR y
expresan CD83, regulan al alza MHC-I y Il, asi como CD80 y CD86, requeridas
para activar a linfocitos T, ademas aumentan la expresion de CCR7, lo que
garantiza su migracion a nodulos linfaticos (Foster et al, 1999; Sallusto et al,

1998).


https://es.wikipedia.org/wiki/Piel

Las DCs dirigen la respuesta inmunolégica, ya que regulan la diferenciacion
y activacion de los linfocitos CD4*, son las uUnicas células presentadoras de
antigeno que pueden presentar de forma cruzada los antigenos para activar a los
linfocitos Tnaive CD8* y Tnaive CD4*.Ademas, que pueden presentar antigenos
no proteicos a linfocitos Ty_5 y NKT. Por lo cual, las DCs son clave para inducir
una correcta respuesta del sistema inmune y mantener la tolerancia inmunolégica

(Chancellor et al, 2018; Van Rhijn y Le Nours, 2021).

Las DCs también inducen la proliferacion de linfocitos B, el cambio de
isotipo de inmunoglobulinas y su diferenciacion hacia células plasmaticas
secretoras de anticuerpos (Banchereau y Steinman, 1998). También las DCs
pueden activar a los linfocitos NK por medio de contacto célula-célula o por
citocinas como provocando la citotoxicidad, la proliferacion y la liberacion de

interferon gamma (IFN-y) por parte de las NK (Walzer et al, 2005).

2.1.1 Células dendriticas en el microambiente tumoral

El destino de las DCs en el TME esta determinado por sefiales que promueven
una respuesta inmune antitumoral o de tolerancia. Las DCs estan inherentemente
programadas para tener una funcién antitumoral, las mDCs, estas presentan en
los tumores y pueden procesar antigenos asociados a tumor (TAA tumour-
associated antigens) para promover la activacion de linfocitos T CD8*, e inducir en
los linfocitos T CD4* una respuesta Thl y Th2 ademas las DCs pueden generar

altas cantidades de IL-12, IFN-I y quimiocinas como CXCL9 y CXCL10 que atraen



a los linfocitos T CD8" al microambiente tumoral (Figura 3) (Fu y Jiang, 2018;

Weculek et al, 2020).
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Figura 3. Acciones de las DCs en tumores. Las DCs 0 sus precursores pueden
incorporarse al TME, donde estos ultimos pueden diferenciarse en DCs. Dentro del TME, las
DCs pueden detectar diferentes sefiales moleculares que determinan su destino como la
muerte celular, la activacion ineficiente y la maduracién exitosa. Mientras las iDCs carecen
de la capacidad de activar a los LTC e inducir tolerancia, las mDCs pueden migrar a los
ganglios linfaticos que drenan los tumores para preparar la respuesta de las células T,
reclutarlas al TME y producir citocinas inmunoestimuladoras que condicionan el TME.
(Tomado y modificado de Wculek et al, 2020).

En algunos casos las células cancerosas pueden promover la tolerancia
inmunoldgica al impulsar a DCs a disminuir las moléculas co-estimuladoras, al
presentar TAA, sin la sefial de CD80/CD86, se induce anergia a los linfocitos T.

Otra forma de limitar la actividad efectora de los linfocitos T, es por medio del
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antigeno de linfocito T citotoxico 4 que tiene mayor afinidad por CD80/CD86 que
CD28, evitando asi el acoplamiento con CD28. Ademas, por el receptor de muerte
celular programada-1 (PD-1, o CD279) expresado por linfocitos T, este receptor se
une a los ligandos PD-L1 y PD-L2 presente en DCs, provoca la apoptosis, anergia
0 agotamiento de linfocitos T efectores (Figura 3) (Fu y Jiang, 2018; Wculek et al,

2020; Yang et al, 2013).

Ademas, las DCs tumorales pueden promover la generacién de linfocitos Tregs
por medio de sus ligandos PD-L1/2 y coestimulador inducible-ligando, y por medio
de citocinas como Factor de crecimiento transformante beta (TGF- 8) e IL-10 (Fuy

Jiang, 2018; Wculek et al, 2020).

El TME también contiene una red de factores inmunosupresores que puede
inhibir la infiltracién, frenar el desarrollo y la proliferacion de DCs por medio de IL-
6, factor estimulante de colonia de macréfagos (M-CSF), IL-10, indolamina 2-3
dioxigenasa (IDO), Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), TGF-f y

prostaglandina E2 (PGE2) (Figura 3) (Fu y Jiang, 2018; Wculek et al, 2020).

IL-6, IDO y M-CSF mantienen a la poblacion de monocitos CD14* que no
median la proliferacién de células Tnaive. VEGF, IL-6 y PGEz, también inhiben la
diferenciacion, maduracion y supervivencia de moDCs. IL-10 afecta la maduracion,
la secrecion de IL-12 y su capacidad de presentar antigenos de DCs, también
induce un fenotipo tolerogénico en DCs que conduce a la induccion de linfocitos T

maduros anérgicos. Ademas, IL-10 es capaz de inducir a los monocitos CD14* a
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diferenciarse hacia macréfagos M2 en lugar de DCs. Asimismo, TGF-B inhibe la
maduracion y la capacidad de iniciar una respuesta antitumoral, disminuyendo las
moléculas co-estimuladoras y MHC-II de las DCs (Figura 3) (Fu y Jiang, 2018;

Weculek et al, 2020).

2.2 Células estromales mesenquimales

Las MSCs son células troncales estromales multipotenciales y cuyos criterios
minimos para identificarlas son: (I) adherentes al plastico con morfologia
fibroblastoide; (II) pueden diferenciarse en osteoblastos, condrocitos y adipocitos;
[Il) expresan los marcadores CD73, CD90 y CD105, ademas de carecer de los
marcadores hematopoyéticos CD34, CD45, CD11lb y CD14, asi como del
endotelial CD31 y no expresan antigeno leucocitario humano DR (HLA-DR,

Human leukocyte antigen-DR) (Anexo) (Dominici et al, 2006).

Las MSCs se aislaron por primera vez de medula 6sea (MO) (Friedenstein
et al, 1974); sin embargo, actualmente se ha demostrado su presencia en
diferentes tejidos. Se ha observado que las MSCs de dichas fuentes, presentan
potenciales distintos de diferenciacion, expresion inmunofenotipica, capacidad
proliferativa y de inmunoregulacion, lo cual depende del tejido del que se aislan

(Castro-Manrreza et al, 2014; Montesinos et al, 2009).

Las MSCs tienen efectos inmunomoduladores sobre varias células inmunes
y aquellas provenientes de MO son la poblacion en las que mas se han estudiado

estos efectos. Entre dichos efectos se encuentran: la inhibicion de la proliferacion
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y citotoxicidad de linfocitos T y NK, disminucién de la proliferacion y produccion de
inmunoglobulinas de las células B y modulacion de la producciéon de citocinas y
quimiocinas de macrofagos, a los cuales favorecen preferentemente hacia el

fenotipo M2 (Figura 4) (Castro-Manrreza y Montesinos, 2015).
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Figura 4. Efectos inmunosupresores de MO-MSCs sobre células inmunolégicas. Citocinas
proinflamatorias como IFN-y secretadas por células NK activadas y linfocitos T promueven una
disminucién o un aumento en la produccion de citocinas inmunosupresoras. IDO, PGE2, TGF-1
y moléculas de membrana participan principalmente en la inhibicidon de activacién en células NK.
IDO, PGE: e IL-10 estan involucrados en la disminucion de la diferenciacion de monocitos a
iDCs, también evita la maduracion de DCs, lo que resulta en anergia de los linfocitos T. Las MO-
MSCs inducen una poblacién reguladora de DCs en progenitores hematopoyéticos (HSC)
CD34+, estas DCs reguladoras estimulan la generacion de Tregs FoxP3+ (Tomado y modificado
Castro-Manrreza y Montesinos, 2015).
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2.2.1 Inmunomodulacion de células estromales mesenquimales de médula

Osea sobre células dendriticas derivadas de monocitos

Las MO-MSCs tiene la capacidad de modular la expresion de marcadores
especificos de DCs cuando estan en presencia de monocitos estimulados con
GM-CSF e IL-4, particularmente evitando la expresion de CDla y manteniendo
CD14. Posterior a la estimulacion con lipopolisacérido (LPS), que normalmente
induce la maduracion de DCs, en presencia de MO-MSCs dichas células expresan
niveles mas bajos de las moléculas co-estimuladoras CD80, CD86 y CD83, en

comparacion con las DCs en ausencia de MO-MSCs (Figura 4) (Jiang et al, 2005).

También se ha demostrado que las MO-MSCs disminuyen la capacidad de
las moDCs de estimular la proliferacion de células T alogénicas, a su vez estas
DCs producen bajos niveles de IL-12 tras la estimulacion con LPS o CD40L (Jiang
et al, 2005; Nauta et al, 2006), siendo estos efectos favorecidos principalmente por
PGE: (Spaggiari et al, 2009). Otros estudios han encontrado que las moDCs en
presencia de MO-MSCs son capaces de estimular la produccién de FoxP3 en
linfocitos T (Li et al, 2008). En otro estudio similar, se demostré que los linfocitos T
cultivados con las moDCs diferenciadas y estimuladas con LPS en cultivos con
MO-MSCs proliferaban menos que los linfocitos T en cultivos con moDCs que no
estuvieron con MO-MSCs. Ademas, las iDCs después de estar en cultivos con
MO-MSCs generaron mas linfocitos Tregs (CD4+ CD25+ FoxP3+) que IDCs sin

contacto con MO-MSCs (Zhao et al, 2012a).
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2.2.2 Células estromales mesenquimales en el microambiente tumoral

Las MSCs pueden reclutarse al TME de otros tejidos como MO, a traves de
la circulacién sanguinea, lo cual podria ser inducido por un incremento en la
concentracion de citocinas como TGF-B, VEGF, factor de crecimiento derivado de
plaquetas presentes en el TME y un aumento de expresion de CCR2 en MSCs
(Klopp et al, 2007; Quante et al, 2011). También se ha sugerido que las células
tumorales son capaces de inducir la proliferacion y modificar a las MSCs in situ

(Coffman et al, 2018).

En algunos tumores, las MSCs cumplen los criterios minimos previamente
descritos para ser consideradas como tales, pero presentan un perfil
inmunofenotipico diferente en comparacion con las MSCs residentes del tejido. No
obstante, conservan su capacidad de diferenciacibn hacia componentes
estromales que ayudan la progresion del tumor, estos cambios son debidos a una

“reprogramacion” por parte de las células tumorales (Coffman et al, 2018).

Las MSCs presentes en el tumor podrian utilizar mecanismos similares a
MSC-MO para inhibir al sistema inmune. Se ha demostrado que las MSCs de
carcinoma presentan una mayor expresion de M-CSF, con lo cual, son capaces de
promover el reclutamiento y la polarizacion de macréfagos al fenotipo M2 (Mathew
et al, 2016). Aunado a lo anterior, se ha descrito que las MSCs asociadas a cancer
favorecen la exclusion de linfocitos T del tumor y reducen la respuesta al inhibidor

anti-PD-L (Cascio et al, 2021).
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También se comprob6 que las MSCs derivadas de tumor tenian capacidad
de disminuir la proliferacion de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) vy linfocitos NK, asi como la citotoxicidad de NKs. Adicionalmente
disminuyeron la expresion de los receptores NKp46, NKp44, NKp30 y NKG2D, en
procesos mediados principalmente por PGE:2 (Jojann et al, 2010; Galland et al,

2017).

Las MSCs también pueden promover la proliferacién y supervivencia de las
células tumorales, y la angiogénesis en tumores (Liu et al, 2011; Maffey et al,
2017; McLean et al, 2011; Suzuki et al, 2011). Ademas, por medio de CCL5 las
MSCs pueden favorecer la transicion epitelio-mesenquima, dado que CCL5
promueve la secrecion de metaloproteinasa (MMP) que modifican los
componentes proteicos de la matriz extracelular (MEC) mejorando el potencial

invasivo y migratorio de las células tumorales (Karnoub et al, 2007).

2.3 El microambiente tumoral en cancer de cérvix

Los KCs infectados con VPH reforman activamente al entorno local y crean
un microambiente propicio para la persistencia, progresion y propagacion viral,
promoviendo el desarrollo tumoral. Los KCs infectados por VPHar muestran una
baja expresion de citocinas y quimiocinas como consecuencia directa de la
supresion mediada por E6 y E7, limitando el trafico de células inmunitarias innatas
y la activacion de células efectoras especificas de antigeno, promoviendo una

respuesta inmune tolerogénica (Figura 5) (Smola, 2017; Yuan et al, 2021).
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Figura 5. Modelo propuesto de carcinogénesis cervical inducida por VPH. Los viriones
penetran en el epitelio a través de microabrasiones para alcanzar los queratinocitos basales y
los genes virales se expresan secuencialmente con la diferenciacion celular. Durante el
desarrollo de la enfermedad, los queratinocitos infectados por virus moldean activamente el
entorno local e impiden las redes inmunitarias celulares que son esenciales para la eliminacién
eficaz del virus y para iniciar la comunicacion con el estroma del huésped, promoviendo la
formacion de TME para la persistencia viral, la propagacién y la neoplasia cervical. (Tomado y
modificado de Yuan et al, 2020).
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Sin embargo, con el aumento de displasia, se observa un aumento de

infiltrado de células inmunes, E6 y E7 del VPH también se identifican como

la

causa principal de la incidencia de inflamacion crénica, las oncoproteinas del VPH

podrian dar lugar a la produccién de diversos mediadores proinflamatorios.

La

17



inflamacion crénica puede conducir a la induccion de especies reactivas de
oxigeno celular y Oxido nitrico sintetasa inducible, junto con la disminucién de la
expresion de antioxidantes, los cuales representan los principales mecanismos
para que el huésped contrarreste los efectos dafiinos oxidativos. A su vez, el
estrés oxidativo podria contribuir ain mas a la perpetuaciéon del proceso
inflamatorio con el potencial de crear dafio en el ADN, lo que permitiria la
acumulacion de mutaciones y la inestabilidad del genoma que conducen a la
transformacién progresiva de células normales a células cancerosas. (Figura 5)

(Smola, 2017; Yuan et al, 2021).

Las proteinas virales E2, E5, E6 y E7 aumentan la actividad de enzimas
glucoliticas, produciendo un cambio en los metabolitos de TME que conducen a un
aumento de ATP, para satisfacer las demandas metabodlicas de las células
infectadas (Figura 5) (Martinez-Ramirez et al, 2018). También se ha observado
que los estrégenos ayudan a la proliferacion epitelial; las células epiteliales y los
fibroblastos asociados al cancer (CAFs) expresan el receptor de estrogenos-a

(Spurgeon et al, 2017).

Los KCs infectados por VPH promueven la proliferacién epitelial, la
angiogénesis en células endoteliales, y formacion de nuevo tejido, esto con ayuda
de E6/E7 (Figura 5) (Chen et al, 2007; Mazibrada et al, 2008; Pietras et al, 2008;
Szabowski et al, 2000). Ademas, los KCs infectados y los CAFs presentes en
estas lesiones aumentan la expresion de MMPs, promoviendo la progresion e

invasion de células malignas (Figura 5) (Fullar et al, 2015).
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3. Respuesta inmunologica en cancer de cérvix

La supresion de la respuesta inmune en el TME favorece la persistencia y
propagacion viral, el cual emplea varias estrategias para establecer la infeccion y
garantizar su replicacion continta evadiendo al sistema inmune. Las alteraciones
neoplasicas relacionadas con el VPH son mas prevalentes en individuos
inmunodeprimidos, en casos de trasplante o de Sindrome de Inmunodeficiencia

Adquirida (Sasagawa et al, 2012).

Los KCs infectados por VPHar reprograman el microambiente inmunitario local,
lo que sirve para promover la progresion de las lesiones precursoras hacia el
cancer invasivo. Las oncoproteinas E6 y E7 interfieren con las sefales de PRR,
inhiben la activacién de Factor nuclear Kappa B, también evitan la produccion de
IFN-I, Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-a) e IL-8 y promueven la destruccion
proteolitica de IL-1B limitando el trafico de células inmunitarias innatas y la
activacion de células efectoras especificas de antigeno. Sin embargo, otras
citocinas derivadas de KCs infectados, como IL-6, IL-10, VEGF y PGEz2, reclutan
células inmunes reguladoras en las lesiones cervicales por VPH, asi aumentan la
infiltracion de Macréfagos M2, Tregs, entre otros (Estévao et al, 2019; Richards et

al, 2015; Smola, 2017; Stone et al, 2014; Yuan et al, 2021).

La regresion de la infeccidén requiere una respuesta eficaz de linfocitos T que
involucre linfocitos T CD8* especifico de antigeno y linfocitos Thl que sean
capaces de reconocer las oncoproteinas E6, E7 y E2 (Woo et al, 2008). La
regresion de las lesiones por VPH16 se correlacionan con la presencia
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intraepitelial de granzima B, CD8 y CD56, proveniente de células citotoxicas

(linfocitos T y NK) (Visser et al, 2007).

Se ha demostrado que el avance de una lesion precursora epitelial se asocia
con numeros bajos o0 ausencia de células T especificas de antigenos circulantes y
un aumento de células Tregs (Visser et al, 2007). De igual manera, en linfocitos
NK se regulan a la baja receptores activadores tales como NKp30, NKp44, NKp46
y NKG2D evitando su estimulacion y limitando asi la actividad antitumoral (Zhang

et al, 2019).

Para inducir una respuesta de linfocitos T citotéxicos (LTC) contra los KCs
infectados, las células de Langerhans (LCs, Langerhans cells) deben iniciar y
coordinar la respuesta inmunitaria. Las LCs son DCs especializadas de la
epidermis, las oncoproteinas del VPHar suprimen la expresiébn de quimiocinas
como CCL2, de CCL20 y CXC14 de los KCs infectados, aunado a la reduccién de
los niveles de E-cadherina por parte de E7, limita la permanencia de LCs, DCs y
otras células inmunes en el sitio de infeccién (Figura 6). Estudios in vitro han
demostrado que E7 disminuye la expresion de CD40 y la secrecion de IL-12 en
LCs, ademas suprime la respuesta de LTC especifica a TAA (Guess et al, 2005;
Kleine-Lowinski et al, 2003; Le Boregne et al, 2006; Song et al, 2015; Zhang et al,

2018).
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Figura 6. Papel de las DCs en el desarrollo de CaCu. Al principio de la infeccién por VPHar,
los KCs reducen la expresion de CCL20, CCL2 y E-caderina, lo cual evita el infiltrado y adhesién
de células inmunes, excluyendo a los LCs del infiltrado tumoral. Ademas las células tumorales
reducen la expresién de HLA-I, con lo cual evaden el reconocimiento de LTC. En lesiones
severas de carcinoma, existe una alta expresién de IL-6, por medio de ésta los monocitos son
capaces de aumentar la secrecién de CCL2, atrayendo a mas monocitos. La IL-6 y PGE: de
forma sinérgica actlan para diferenciar a los monocitos preferentemente a macréfagos M2. Aun
asi, las DCs se encuentran presentes en el infiltrado celular, pero tiene una baja expresion de
CCRY7 y una baja migracion a érganos linfoides. Ademas, presentan una reducida secrecion de
IL-12 y una expresion incrementada de PD-1 evitando asi la activacion de LTC y Thl. RANKL
induce una maduracion incompleta en DCs, éstas presentan una alta secrecién de IL-10
promoviendo a la generacién de linfocitos Treg. La IL-6 también induce en los fibroblastos un
perfil tolerogénico, aumenta la secrecion de CCL20 e IL-13. CCL20 ayuda al reclutamiento de
linfocitos T CD4+ y DCs. IL-1B induce un aumento en la expresion de IL-23 en DCs,
favoreciendo la proliferacion de Th1l7 (Ashrafi et al, 2005; Campo et al, 2010; Demoulin et al,
2015; Estévéo et al, 2019; Guess et al, 2005; Heusinkveld et al, 2011; Kleine-Lowinski et al,
2003; Le Boregne et al, 2006; Pahne-Zeppenfeld et al, 2014; Schroer et al, 2011; Song et al,
2015; Walch-Ruckheim et al, 2015; Walch-Ruckheim et al, 2019; Wang et al, 2022; Zhang et al,
2018).

Adicionalmente, E5 y E7 son capaces de afectar el procesamiento y la
presentacion de antigenos: el producto genético temprano E7 se une al promotor
del HLA-I, suprimiendo su transcripcion; E5 limita la expresion de HLA-l1 y
promueve su retencion intracelular a través de interacciones con el reticulo
endoplasmico y aparato de Golgi, reduciendo la susceptibilidad de KCs a la
muerte mediada por LTC (Figura 6) (Ashrafi et al, 2005; Campo et al, 2010;

Estévao et al, 2019).

En etapas posteriores de la carcinogénesis cervical, se asocian con fuertes
infiltrados inflamatorios en el estroma. Las células tumorales por medio de IL-6,
activan el factor de transcripcibn STAT3 en monocitos, el cual conduce a una
mayor produccion de CCL2 atrayendo mas monocitos. Estos monocitos también
aumentan la produccion de MMP-9 con lo cual se promueve la invasion de las

células tumorales (Figura 6) (Schroer et al, 2011).
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Las células tumorales de CaCu obstaculizan la diferenciacion de DCs,
induciendo preferentemente a macrofagos M2 que expresan PD-L1, esto a causa
de PGE2 e IL-6 provenientes de células tumorales (Heusinkveld et al, 2011). Sin
embargo, se ha confirmado la presencia de DCs positivas a CD83 en las biopsias
de CaCu, aunque con una baja expresion de CCR7. A diferencia de CCR7, MMP-
9 estd potentemente expresada por DCs inmaduras y maduras presentes en el
TME. Tanto la regulacion de CCR7 como de MMP-9 estdn mediadas por IL-6
proveniente de células infectadas con VPH (Figura 6) (Pahne-Zeppenfeld et al,

2013).

Ademas, las DCs aumentan la expresion de PD-1 conforme al desarrollo del
CaCu, dado que en estadios de mas avanzados de la neoplasia hay mayor
presencia de DCs positivas a PD-1 (Wang et al, 2022). Aunado a lo anterior las
células tumorales de CaCu inducen una maduracién incompleta a DCs al
presentar una expresion reducida de CD80, CD86, CD83 y HLA-DR.
Adicionalmente estas células presentan un perfil tolerogénico secretando IL-10 y
reduciendo la secrecion de IL-12, ello debido al ligando del receptor activador para
Factor nuclear Kappa B (RANKL) producido por las células tumorales, ello
conlleva a una disminucion de la respuesta Thl, fomentando a los Treg (Figura 6)

(Demoulin et al, 2015).

Los CAFs también participan en la evasion de la respuesta inmune en NIC de
alto grado y en canceres cervicales, los CAFs son capaces de producir CCL20 de

manera dependiente a IL-6, lo que conlleva al reclutamiento principalmente de
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linfocitos T CD4* y DCs (Walch-Ruckheim et al, 2015). Ademas, los CAFs inducen
un aumento de IL-23 en mDCs, a través de IL-1B inducida por IL-6; la IL-23

promueve la expansién de linfocitos Th17 (Figura 6) (Walch-Riickheim et al, 2019).

Los linfocitos Th1l7 exhiben propiedades inflamatorias y promotoras de
tumores, este conjunto de células junto con los linfocitos Treg (FoxP3+) que son
funcionalmente inmunosupresoras, aumentan en el infiltrado celular conforme se

desarrolla el carcinoma (Hou et al, 2012; Lin et al, 2020; Zhang et al, 2011).

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 duplicacion y ensamblaje no causa citdlisis. El escape inmunitario
se asocia tanto con la regulacién a la baja del sistema inmunitario a nivel local,
aunque el desarrollo de la neoplasia con lleva inflamacion, las células infectadas
contindan evadiendo la vigilancia inmunoldgica por medio de un aumento de las
células como macrofagos M2, Tregs y Thl7, pérdida de la presentacion de
antigenos e incremento de moléculas de punto de control inmunitario. (Stanley y

Sterling, 2014).
4. Células estromales mesenquimales en cancer de

Cervix
Nuestro grupo de investigacion demostro la presencia de MSCs en tumores de

pacientes con CaCu (CaCu-MSCs), las cuales cumplieron con los criterios

minimos de identificacion (Anexo, figuras 16 y 17). Las CaCu-MSCs disminuyeron
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la expresion de HLA-I en las células tumorales mediante el incremento en la
expresion de IL-10, lo cual disminuyo el reconocimiento de linfocitos citotdxicos en
contra de las células tumorales (Figura 7) (Montesinos et al, 2013). De igual
manera, en otro estudio nuestro grupo demostré que las CaCu-MSCs inducen un
aumento de expresion de TGF-B en células tumorales y dicha citocina también
participa en la disminucion del HLA-I y por tanto en la evasion de la citotoxicidad
de los linfocitos CD8* sobre células tumorales, favoreciendo un mecanismo de

regulacién autocrina en dichas células (Figura 7) (Garcia-Rocha et al, 2015).

Por otra parte, se ha encontrado que las CaCu-MSCs tiene una mayor
expresion de CD39 y CD73 que las CN-MSCs, estas moléculas producen
adenosina a partir de ATP, adenosin difosfato (ADP) y adenosin monofosfato
(AMP). La adenosina inhibe la proliferaciéon y activacion de linfocitos citotoxicos (T
y NK), lo cual se observé en experimentos con el medio condicionado de CaCu-
MSCs cultivadas con ATP y ADP, mismo que inhibié la proliferacion de células
CD8* (Figura 7) (Mora-Garcia et al, 2016). Ademas, las CaCu-MSCs inducen a un
aumento de la expresion CD73 en células tumorales y con ello promueven la
formacion de un ambiente inmunosupresor rico en adenosina (Figura 7) (Avila-

Ibarra et al, 2019).

Estudios realizados por nuestro grupo evidenciaron que las CaCu-MSCs
presentan la molécula secuencia A/B relacionada al MHC-I (MIC-A/B) y con la cual
son propensas a ser lisadas por linfocitos NK. Sin embargo, algo interesante que

observamos es gue la expresion MIC-A/B disminuye al co-cultivarse con linfocitos
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ATP
ADP

Adenosina

Reduccién de HLA-I

Figura 7. MSCs en CaCu. Las CaCu-MSCs reducen la expresion de HLA-lI en células
tumorales, ayudando a la evasidn de los LTC. Ademas, ayudan a aumentar la secrecion de las
citocinas inmunosupresoras IL-10 y TGF-B en células tumorales, también inducen un aumento
de CD73. Las CaCu-MSCs tiene una expresion aumentada de CD39 y CD73, lo cual ayuda a
la produccién de adenosina, que inhibe a los linfocitos citotoxicos. Las CaCu-MSCs inducen un
fenotipo M2 en macrdéfagos, y por medio de IDO y PGE2, reducen la proliferacion y citotoxicidad
de linfocitos NK (Avila-Ibarra et al, 2019; Cortes-Morales, 2023; Garcia-Rocha et al, 2015;
Montesinos et al, 2013; Mora-Garcia et al, 2016; Serrato-Lépez, 2019)
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NK activados. Ademés, las CaCu-MSCs disminuyen de manera significativa la
proliferacion y capacidad citotoxica de las células NK por medio del incremento en
la produccién de IDO y PGE:2 (Figura 7) (Serrato-Lépez, 2019). También las CaCu-
MSCs favorecen el fenotipo M2 en macréfagos y estos presentan una capacidad
aumentada de fagocitosis y para generar linfocitos Tregs (Figura 7) (Cortes-

Morales, 2023).

Hay evidencia de la participacion de las MSCs para regular la respuesta de
diferentes componentes del sistema inmune en contra del tumor, a la fecha no se
conoce la capacidad inmunosupresora de las CaCu-MSCs sobre las DCs, las
cuales en el contexto de respuesta y amplificacion de la respuesta inmune
antitumoral, representan componentes celulares importantes para mediar una

respuesta inmune adquirida especifica en dicho contexto.
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Planteamiento del problema

El cancer de cérvix sigue siendo un importante problema de salud publica
que afecta a las mujeres de mediana edad, especialmente en los paises con
menos recursos, a pesar de los métodos de prevencion existentes como la
vacunacion y deteccion oportuna de VPH. En el 2020 se estimaron 9,439 casos
nuevos de CaCu y 4,335 muertes por CaCu tan solo en México, siendo el segundo
cancer con mayor incidencia y mortalidad en la poblacién femenina mexicana

(GLOBOCAN, 2020).

Nuestro grupo ha demostrado la presencia de MSCs en el cérvix de
pacientes con CaCu y que estas células disminuyen la actividad citotdéxica de los
linfocitos CD8* en contra de las células tumorales a través de la disminucion de la
expresion de HLA clase | en las mismas (Montesinos et al, 2013). Ademas,
detectamos disminucion de la actividad antitumoral de las células NK, a través de
aumentar la produccion de IDO y PGE2 (Serrato-Lopez, 2019), y determinamos
gue las CaCu-MSCs tienen la capacidad de inducir un fenotipo M2 antiinflamatorio
en macrofagos (Cortes-Morales, 2023). No obstante estos resultados, a la fecha
no se conoce cual es la capacidad inmunosupresora de las CaCu-MSCs sobre las
DCs, las cuales desempefian un papel importante en conectar la respuesta
inmune innata con la adaptativa, pudiendo producir una respuesta inmune
inflamatoria o inducir a la inmunotolerancia, por lo cual estas células son cruciales

para mediar la inmunidad antitumoral (Wang et al, 2020).
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Con la idea de profundizar en los mecanismos biolégicos en los que se
involucran las CaCu-MSCs para favorecer el desarrollo tumoral, en este trabajo
evaluamos la capacidad de las CaCu-MSCs para disminuir la diferenciacion y
maduracion de las DCs, las cuales son elementos importantes que participan en la

activacion de la respuesta inmune en contra de las células tumorales.
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Hipotesis

Las MSCs provenientes de CaCu, a diferencia de las MSCs de cérvix
normal, inhibiran la diferenciacion y maduracion de las células dendriticas y debido
a ello disminuirdn su capacidad para inducir la proliferacion de linfocitos T,

fagocitosis y generacién de linfocitos Tregs.

Objetivos

Objetivo general

Evidenciar la capacidad inmunosupresora de las MSCs provenientes de cancer

cervicouterino sobre las células dendriticas.

Objetivos particulares

e Determinar el efecto de las CaCu-MSCs sobre la diferenciacion y
maduracién de las células dendriticas mediante la expresién de marcadores

inmunofenotipicos.

e Evaluar el efecto de las CaCu-MSCs sobre la capacidad de las células
dendriticas para fagocitar, inducir la proliferacion de linfocitos T y la

generacion de linfocitos Tregs.
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Metodologia
1. Obtencion de células estromales mesenquimales

Para el proyecto se usaron MSCs de MO de individuos sanos (MO-MSCs), de
cérvix normal (CN-MSCs) y de carcinoma epidermoide de cérvix (CaCu-MSCs).
Todas las MSCs provenientes de las fuentes a evaluar se obtuvieron mediante
consentimiento informado incluido en el protocolo con nimero de registro R-2011-
3602-24, aprobado por el Comité Local de Investigacion y Etica en Salud del
Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional siglo XXI del IMSS y se tienen
crio-preservadas. Previo a su crio-preservacion, las MSCs fueron caracterizadas
mediante determinacion de su inmunofenotipo y capacidad de diferenciacion
osteogénica, condrogénica y adipogénica, tal como nuestro grupo de investigacion

ha publicado previamente (Anexo) (Montesinos et al, 2013).

Brevemente, para determinar el inmunofenotipo, se analizé la expresién de
moléculas de superficie mediante citometria de flujo. Las células fueron positivas a
CD105, CD90, CD73, HLA-l y CD13; y negativas a HLA-DR, CD45, CD14, CD34 y
CD31 (Anexo, figura 17). Para determinar su capacidad de diferenciacion, se
cultivaron en presencia de medio osteogénico, condrogénico o adipogénico,
durante tres semanas. Después de ese periodo se comprobd la diferenciacion
mediante la evaluaciéon de la actividad de la Fosfatasa alcalina (osteogénesis), o
las tinciones de rojo oleoso (adipogénesis) y azul alciano (condrogénesis) (Anexo,

figura 16) (Montesinos et al, 2013).
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Las MO-MSCs se obtuvieron de muestras de 5 ml de MO, de donadores
adultos hematolégicamente sanos (n=5) 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 sembradas en Medio Eagle Modificado por Dulbeco
bajo en glucosa (DMEM-Ig) (Gibco, California, USA) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB) (Gibco, California, USA), 100 U/ml de penicilina, 100
Mg/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.

Las muestras de CN se obtuvieron de donadoras sin lesiones ni cancer de
cérvix que fueron sometidas a histerectomias (n=3) y las muestras de CaCu de
biopsias de pacientes en estadios 1IB, IlIA y llIB (escala FIGO, 2012) (n=5) 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, California, USA) y mecanica, después se sembraron las células en medio
DMEM-Ig suplementado al 10% SFB (Gibco, California, USA), 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 anteriormente.
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2. Obtencidn de monocitos

Para obtener monocitos, se utilizaron PBMC separadas por gradiente de
densidad (Lymphoprep, Stem Cell Technologies), de donadores sanos.
Posteriormente se obtuvieron las células CD14+ por seleccion positiva utilizando
perlas CD14+ (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania). Se evalu6 el
porcentaje de células CD14+ obtenidas mediante citometria de flujo utilizando un
anticuerpo anti-CD14/BV510 (Biolegend, San Diego, California, USA). Se

obtuvieron el 91.7+4.5% de células positivas.

3. Induccion de diferenciacion de monocitos a células

dendriticas inmaduras

Para la diferenciacion de monocitos a DCs se utilizaron co-cultivos de MSCs de
los diferentes estromas y células CD14+. Se sembraron en placas de 96 pozos de
fondo plano (Corning, New York, USA). Se colocaron 20,000 MSCs por pozo, con
DMEM-Ig (Biowest, Nuaillé, Francia) suplementado al 10% con SFB (Biowest,
Nuaillé, Francia) y con penicilina, estreptomicina y L-glutamina en las
concentraciones antes descritas. A las 24 h en cuanto las células formaron
monocapa, se retirdé el medio y se adiciond6 medio de co-cultivo, el cual consistié
de 50% DMEM-Ig (Biowest, Nuaillé, Francia) y 50% RPMI (Biowest, Nuaillé,
Francia) suplementado al 10% con SFB,100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de
estreptomicina y 2 mM de L-glutamina. Sobre la monocapa se sembraron 100,000
células CD14+ por pozo provenientes de sangre periférica y se estimularon con
50ng/ml de GM-CSF (Peprotech) y 50ng/ml de IL-4 (Peprotech) durante 4 dias.
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Después de este tiempo, se evalud la diferenciacion y expresion de moléculas co-
activadoras, para lo cual se utilizaron los anticuerpos anti-CD14/BV510
(BioLegend, San Diego, California, USA), anti-CD11b/BV421 (BD Biosciences),
anti-CD11c/BB515 (BD Biosciences), anti-CD80/PE (BD Biosciences), anti-
CD86/APC (BD Biosciences), anti-CD83/PE-Cy5 (BD Biosciences), anti-HLA-
DR/PE-Cy7 (BioLegend, San Diego, California, USA) y Ghost Dyes/APC-Cy7 (BD
Biosciences) para medir viabilidad. Se realizé su lectura en el citbmetro FACS-
Canto Il (BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA). El andlisis se realiz6 con el

programa FlowJo (FlowJo LLC, Ashland, Oregén USA)

4. Induccidon de maduracion desde monocitos a células

dendriticas maduras

Las células CD14+ se colocaron en co-cultivo con MSCs en proporcién 1:5
(MSCs-CD14), estimuladas con GM-CSF (Peprotech) e IL-4 (Peprotech) en medio
con 50% DMEM-Ig y 50% RPMI suplementado al 10% con SFB,100 U/ml de
penicilina, 100 yg/ml de estreptomicina y 2 mM de L-glutamina por cuatro dias.
Posteriormente se agregaron 20 ng/ml de LPS y se mantuvo el cultivo por tres
dias mas. Las células se tifieron con los marcadores anti-CD14/BV510
(BioLegend, San Diego, California, USA), anti-CD11b/BV421 (BD Biosciences),
anti-CD11c/BB515 (BD Biosciences), anti-CD80/PE (BD Biosciences), anti-
CD86/APC (BD Biosciences), anti-CD83/PE-Cy5 (BD Biosciences), anti-HLA-
DR/PE-Cy7 (BioLegend, San Diego, California, USA) y Ghost Dyes/APC-Cy7 (BD

Biosciences) para medir viabilidad. Se realiz6 su lectura en el citbmetro FACS-
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Canto Il (BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA). El andlisis se realizé con el

programa FlowJo (FlowJo LLC, Ashland, Oregon USA).

5. Fagocitosis

Se usaron iDCs provenientes de los co-cultivos con MSCs. En una placa de 96
pozos (Corning, New York, USA), se colocaron 20,000 MSCs por pozo sobre una
membrana permeable con un poro de 0.4 um (Transwell) (Corning, New York,
USA). Después de 24 h se agregaron 100,000 células CD14+ en cada pozo
estimuladas con GM-CSF e IL-4 y se dejaron en co-cultivos por 4 dias. Se retiro la
membrana permeable y se agregaron bioparticulas conjugadas para fagocitosis
pHrodo Green E. Coli (Thermo Fisher). Las bioparticulas se dejaron incubando a
37° con 5% CO2 por 45 min. Las células se lavaron con solucion salina y se realizé
su lectura en el citometro FACS-Canto Il (BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA).

El andlisis se realiz6é con el programa FlowJo (FlowJo LLC, Ashland, Oregon USA)

5. Generacion de linfocitos T-reguladores

Se utilizé una placa de 96 pozos (Corning) en donde se colocaron 20,000
MSCs por pozo sobre una membrana permeable con un poro de 0.4 um
(Transwell Corning). Después de 24 h se agregaron 100,000 células CD14+ en
cada pozo estimuladas con GM-CSF e IL-4, al cuarto dia de cultivo se agrego
LPS, se mantuvo el cultivo por tres dias mas. Trascurrido ese tiempo se retiré la
membrana permeable y se colocaron células enriquecidas con perlas CD4+

(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) obtenidas de PBMC de individuos
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sanos a una concentracion de 100,000 células por pozo que se estimularon con
perlas de anticuerpos anti-CD2/CD3/CD28 (Milteyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Alemania). El cultivo se mantuvo por tres dias. Posteriormente, la fraccion celular
no adherente fue tefiida con los respectivos anticuerpos para los marcadores
CDA4/FITC (BD Biosciences), CD25/PE (BD Biosciences), FoxP3/PE-Cy7 (Thermo
Fisher) y GhostDye/APC-Cy7 (BD Biosciences). Se realiz6 la lectura de los
marcadores en el citbmetro FACS CANTO Il BD (BD, Franklin Lakes, New Jersey,
USA). Con ayuda del programa FlowJo (FlowJo LLC, Ashland, Oregén USA) se

evaluo la generacion de linfocitos T con fenotipo CD4+CD25+Foxp3+.

6. Proliferacion de linfocitos T

Para medir la proliferacion de linfocitos T se utilizé un sistema de co-cultivo
sin contacto. Se utiliz6 una placa de 96 pozos (Corning, New York, USA), en
donde se colocaron 20,000 MSCs por pozo sobre una membrana permeable con
un poro de 0.4 uym (Transwell) (Corning, New York, USA). Después de 24 h se
agregaron 100,000 células CD14+ en cada pozo estimuladas con GM-CSF e IL-4,
al cuarto dia de cultivo se agregé LPS y se mantuvo por tres dias adicionales.
Posteriormente, se retird la membrana permeable con MSCs y se agregaron

linfocitos T en una proporcién 1:1 (iDCs:T).

Los linfocitos T, se aislaron de PBMC de individuos sanos por seleccion
positiva de perlas CD3+ (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania). Los
linfocitos T se tifieron con Succinimidil éster de carboxifluoresceina (CFSE)
(Invitrogen. Carlsbad, California, USA) a una concentraciéon de 5 uyM y se
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agregaron a una densidad de 100,000 células en los pozos con presencia de DCs.
Se adicionaron al co-cultivo perlas de activacion cubiertas con anticuerpos anti-
CD2/CD3/CD28 (Milteyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) y se mantuvieron
en cultivo por 3 dias. Se colecto la fraccion celular no adherente y se tifié con el
anticuerpo anti-CD3/PE (BD Biosciences) y 7-aminoactinomicina D (7AAD) (BD
Biosciences) para medir viabilidad. Se detecté la incorporacion de CFSE en las

poblaciones de linfocitos T CD3+ mediante citometria de flujo.

7. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el programa GraphPad Prism 9,
mediante ANOVA de una via y una prueba post hoc Tukey, tomando como nivel

de significancia los valores menores a 0.05.
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Resultados

1. Las células estromales mesenquimales
disminuyeron la diferenciacion de monocitos hacia

células dendriticas inmaduras.

Al medir el efecto de las MSCs sobre la diferenciacion de DCs, se utilizaron
células CD14" a las cuales se indujo la diferenciacion a iDCs en presencia de
MSCs durante 4 dias. Como control se usaron células CD14+ diferenciadas (iDC).
Se evaluaron los marcadores CD14, CD11b, CD11c, HLA-DR, CD80y CD86. Para
nuestros resultados se tomd en cuenta el porcentaje de células positivas para
cada marcador y la expresion de las moléculas en las membranas celulares por

medio de la Intensidad media de fluorescencia (MFI, Mean fluorescence intensity)

Encontramos que el marcador CD14, un marcador presente en monocitos y
ausente en iDCs, efectivamente habia un bajo porcentaje en iDCs (6.7+5.3%) de
células que lo expresaron, el porcentaje de células CD14+ en los co-cultivos en
contacto con MSCs de las tres fuentes fue significativamente mayor (MO-MSCs:
79.4+19.3%, CN-MSCs: 76.6£15.7% y CaCu-MSCs: 56.7+19.4%), al igual que la
MFI (iDCs MFI: 789601, MO-MSCs MFI: 2960+1624, CN-MSCs MFI: 3660+1010

y CaCu-MSCs MFI: 2563+504) (Figura 8 a, b y c).

La media de CD11b fue de mas del 75% en todas las condiciones (iDCs:
96.9+1.64%, MO-MSCs: 77.5+20.8%, CN-MSCs: 75.4+17.2% y CaCu-MSCs:

79.5£14.4%). Sin embargo, la MFI en presencia de MSCs de las diferentes fuentes

38



evaluadas (MO-MSCs MFI:1077+699, CN-MSCs MFI: 1086+683 y CaCu-MSCs
MFI: 1086+239) fue significativamente menor que la MFI del control (iDCs MFI:

2271+355) (Figura8 a, by c).

Asi mismo, para el marcador CD11c la media fue de mas del 90% en todos los
cultivos (iDCs: 98.7+1.094%, MO-MSCs: 92.1+9.29%, CN-MSCs: 92.6+7-09% vy
CaCu-MSCs: 914+9.62%). Sin embargo, la MFI de los cultivos con MSCs de las
diferentes fuentes evaluadas (MO-MSCs MFI: 11460+7218, CN-MSCs MFI:
12422+7817 y CaCu-MSCs MFI: 16605+7693) fue significativamente menor

respecto al control (iDCs MFI: 30521+10043) (Figura 8 a, b y c).

En la expresion de HLA-DR, no hubo cambios significativos en ninguna de las
condiciones (iDCs: 91.7+8.4% MFI: 1501+770, MO-MSCs: 70.4+24.8% MFI:
1482+1040, CN-MSCs: 57.6+21.6% MFI: 800530 y CaCu-MSCs: 71+15.9% MFI:

1224+825) (Figura 9 a, b y c).

De la misma forma la molécula co-estimuladora CD80 no se encontraron
cambios significativos en ninguna de las condiciones (iDCs: 28.5£10.4% MFI:
7861120, MO-MSCs: 47.8+34.7% MFI: 918+469, CN-MSCs: 34.3+23.4% MFI:

691+256 y CaCu-MSCs: 41.7+25.7% MFI: 770+228) (Figura9 a, b y c).

En cambio, CD86 en los cultivos con MSCs de las tres fuentes disminuyd
significativamente el porcentaje de células positivas (MO-MSCs: 41.7+11.9%, CN-
MSCs: 11.6+8.5% y CaCu-MSCs: 16+9.4%) y de la MFI (MO-MSCs MFI: 383+218,

CN-MSCs MFI: 105+56.2 y CaCu-MSCs MFI: 154+120) en comparacién con el
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control de iDCs (63.7£24.7%, MFI: 954+489) (Figura 9 a, b y c). Estos resultados
nos indican que la presencia de MSCs de las tres fuentes disminuyen la

diferenciacion de los monocitos CD14+ hacia iDCs.
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Figura 8. Marcadores CD14, CD11b y CD11c en ensayo de diferenciacion a) Graficas de
puntos representativas de la fluorescencia de CD14, CD11b y CD11c. b) Graficas de porcentaje
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Figura 9. Cuantificacion de HLA-DR y moléculas co-estimuladoras en ensayo de
diferenciacion. a) Graficas de puntos representativas de la fluorescencia de moléculas co-
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2. Las ceélulas estromales mesenquimales
disminuyeron la maduracion de las células

dendriticas.

Para evaluar si las MSCs de las tres fuentes afectan la maduracion de la DCs
se usaron células CD14* en co-cultivos con MSCs, a las cuales, se indujo la
diferenciacion y maduracion. Como control se usaron DCs maduras (mDCs). Se
evaluaron los marcadores CD14, CD11b, CD11c, HLA-DR, CD80, CD86 y CD83.
Se analizo el porcentaje de células positivas para cada marcado y la expresion de

las moléculas en las membranas celulares por medio de la MFI.

Al inducir maduracién se encontr6 un mayor porcentaje de células de CD14+
en los co-cultivos en presencia de las MSCs de las tres fuentes (MO-MSCs:
78.2+13.3%, CN-MSCs: 71.8+16.7% y CaCu-MSCs: 73.5£13.1%), ello comparado
con el control de mDCs (40+£27%). En los valores de MFI también se observa un
aumento significativo en los co-cultivos en presencia de las MSCs de las tres
fuentes (MO-MSCs MFI: 4034+958, CN-MSCs MFI: 4701+1125 y CaCu-MSCs
MFI: 3939+906) en comparacion con el control (mDCs MFI: 2202+332) (Figura 10

a,byc).

En estos resultados no observamos cambios significativos en los valores en el
porcentaje de células positivas e MFI para el marcador CD11b en los co-cultivos
de las tres fuentes (MO-MSCs: 71.6£25.9%, MFI: 9171573, CN-MSCs:

70.9+£19.1%, MFI: 1051+764 y CaCu-MSCs: 81.5+10.3%, MFI: 1312+502) en
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comparacion con el control (mDCs: 93.2+2.5%, MFI: 1101+201) (Figura 10 a, b y

C).

Al igual que en los ensayos anteriores de diferenciacion, observamos en los
valores de MFI para la expresion del marcador CD1lc, una disminucion
significativa en las DCs inducidas a maduracion en presencia de las MSCs de las
tres fuentes (MO-MSCs MFI: 87005999, CN-MSCs MFI: 10181+6396 y CaCu-
MSCs MFI: 16996+6133) en comparacion con el control de mDCs (MFI:
41403+18099), en cuanto al porcentaje de células positivas no hubo diferencias
significativas (mDCs: 98.2+1.2%, MO-MSCs: 79.2+18.3%, CN-MSCs: 82.8+12.6%

y CaCu-MSCs: 89.7+4.73%) (Figura 10 a, b y ¢).

No observamos diferencias significativas en los porcentajes de células
positivas y en los valores de MFI de HLA-DR en las DCs en presencia de las
MSCs (MO-MSCs: 70.8+21.6%, MFI: 1610+1094, CN-MSCs: 63.1+26.9%, MFI:
8414505 y CaCu-MSCs: 85.4+7.76% MFI: 1646+697) en comparacion con el

control (mDCs: 93.3+5%, MFI: 974+91.1) (Figura 11 a, b y c).

Respecto a CD80, CD86 y CD83, la expresion de los tres marcadores en las
DCs disminuy6 en presencia de las MSCs de las tres fuentes. Asi, observamos
una disminucion significativa en el porcentaje de células positivas para CD80 en
los co-cultivos con MO-MSCs (65.8£14.8%) CN-MSCs (53.3+16.5%) y CaCu-
MSCs (69.7+£7.75%) en comparacion con el control de mDCs (91.4+6.65%). De

igual manera, los valores de MFI de la expresion de CD80 en los co-cultivos con
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las diferentes MSCs, disminuyé significativamente (MO-MSCs MFI: 1628885,
CN-MSCs MFI: 13761582 y CaCu-MSCs MFI: 2608+552) en comparacion con

mDCs (MFI: 6730+6730) (Figura 11 a, b y c).

De la misma forma observamos una disminucion significativa en el porcentaje
de células positivas para CD86 en los co-cultivos con MO-MSCs (43.8+23.3%),
CN-MSCs (29.3+21.6%) y CaCu-MSCs (52.8+18.8%), en comparacion con el
control de mDCs (89.4+7.3%). Asi mismo, también observamos una disminucién
significativa en los valores de MFI para este marcador en presencia de las
diferentes MSCs (MO-MSC MFI: 423+257, CN-MSC MFI: 238+167 y CaCu-MSC

MFI: 667+285) en comparacion con mDCs (MFI: 1994+867) (Figura 11 a, b y c).

Para la expresion de CD83, observamos un comportamiento similar en el
porcentaje de células positivas (MO-MSCs: 21.7+13.5%, CN-MSCs: 24.1+15.9% y
CaCu-MSCs: 24.8+11.1%) y en los valores de MFI (MO-MSCs MFI: 163+66.6, CN-
MSCs MFI: 189+77.4 y CaCu-MSCs MFI: 216+76.6) con respecto al control
(mDCs: 62.8+30.2% y la MFI:944+683) (Figura 11 a, b y c). Estos resultados nos
indican que las DCs disminuyen su maduracién en presencia de las MSCs de las

tres fuentes.
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Figura 10. Marcadores CD14 y CD11lb/c en ensayo de maduracidn. a) Gréficas de puntos
representativas de la fluorescencia de CD11b, CD1lc y CD14. b) Gréficas de porcentaje de
células positivas marcadores de linaje mieloide en ensayo de maduracion. c) Gréficas de la MFI
correspondiente a cada marcador. Las graficas muestran la mediatzSD; *P<0.05, **P<0.005,
***P<0.0005.
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3. Las células estromales mesenquimales favorecieron
la capacidad fagocitica de las ceélulas dendriticas

inmaduras.

Para evaluar fagocitosis su usaron células CD14+ inducidas a diferenciacion
de iDCs en presencia de las MSCs. Como control se usan células CD14+
inducidas a diferenciacion en ausencia de MSCs (iDCs). Posterior al cultivo se

agregaron bioparticulas conjugadas para fagocitosis.

En nuestros resultados se observa que el 84.1+10.7% la iDCs fagocitaron las
bioparticulas. De manera interesante, observamos un incremento significativo en
el porcentaje de células fagociticas en los cultivos en presencia de las tres fuentes
de MSCs (MO-MSCs: 92.8+4%, CN-MSCs: 94.1+4% y CaCu-MSCs: 94.7+4.1%)
(Figura 12 a y b). Estos resultados nos indican que en presencia de las MSCs de

las tres fuentes las iDCs aumentan su capacidad de fagocitosis.
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Figura 12. Ensayo de fagocitosis. a) Histogramas representativos de ensayo de fagocitosis.

b) Gréficas de porcentaje de células fagociticas.
*P<0.05, **P<0.005.

Las graficas muestran la mediatSD;
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4. Las ceélulas estromales mesenquimales
incrementaron la capacidad de las células

dendriticas para generar linfocitos T-reguladores.

Para evaluar el incremento de Tregs su usaron células CD14+ inducidas a
diferenciacion de iDCs en presencia de las MSCs. Posterior se retiraron las MSCs
y se adicionaron linfocitos CD4+. Como control se uso la proliferacion de linfocitos
T en contacto con iDCs que se diferenciaron en ausencia de MSCs. Se evalud la

generacion de linfocitos T con fenotipo regulador CD4+CD25+FoxP3+.

Observamos que las iDCs en ausencia de co-cultivo con MSCs generaron un
6+£2.6% de linfocitos con inmunofenotipo CD4+CD25+Foxp3+. En dichos co-
cultivos el valor de MFI de FoxP3 en células CD4+, CD25+ y FoxP3+ fue de
1520+65.8, mientras que las iDCs que estuvieron en presencia de las MSCs de las
tres fuentes, aumentaron significativamente el porcentaje de células Tregs (MO-
MSCs: 12.1+1%, CN-MSCs: 14.2+1.3% y CaCu-MSCs: 19.1+1.5%) y los valores
de la MFI (MO-MSCs MFI: 1736+48.4, CN-MSCs MFI: 1701455 y CaCu-MSCs
MFI. 1788+58.5) (Figura 13 a, b y c). Estos resultados nos indican que las iDCs
después de estar en co-cultivo con MSCs de las tres fuentes presentan mayor
capacidad de generar Tregs en comparacién con las iDCs diferenciadas sin

MSCs.
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Figura 13. Linfocitos Treg generados con DCs proveniente de cultivos con MSCs.
a) Gréficas de puntos representativas de linfocitos Treg. b) Gréficas de porcentajes de
células positivas a CD4, CD25 y FoxP3. c) Graficas de la MFI de FoxP3 en células
CD4+, CD25+ y FoxP3+. Las gréaficas muestran la mediatSD; *P<0.05, **P<0.005,
***P<0,0005.
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5. Las ceélulas estromales mesenquimales
disminuyeron la capacidad de las células dendriticas

maduras para inducir proliferacion de linfocitos T.

Para medir la proliferacion de los linfocitos T se usaron mDCs inducidas a
diferenciacion y maduracion en presencia de las MSCs. Después se retiraron las
MSCs y se colocaron linfocitos CD3+ teflidos con CFSE. Como control se usé la
proliferacion de linfocitos T CD3+ estimulados con perlas CD3/CD28/CD2, el

porcentaje de proliferacion del control fue tomado como el 100%.

Se observo que en presencia de mDCs que no tuvieron contacto con ninguna
fuente de MSCs el porcentaje de proliferaciéon de linfocitos T aumento a un
131+10.5%. El porcentaje de proliferacién de linfocitos T en contacto con las DCs
previamente cultivadas con MSC, disminuy6é significativamente (MO-MSCs:
43.3+12.1%, CN-MSCs: 72.1+5.1% y CaCu-MSCs: 85.3+6%) respecto a las mDCs
(Figura 14 a y b). Estos resultados nos indican que las MSCs disminuyen la

capacidad de las mDCs para inducir la proliferacion de linfocitos T CD3+.
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Figura 14. Proliferacion de linfocitos T (CD3+). a) Histogramas representativos de
la proliferacién de linfocitos T en co-cultivos con DCs. b) Media normalizada de
porcentaje de proliferacion de linfocitos T con perlas CD3/CD28/CD2; como control
se usaron linfocitos T (CD3+) activados con perlas en ausencia de DCs, su
porcentaje de proliferacion se tom6 como el 100%. La proliferacion de linfocitos T
disminuy6 significativamente en co-cultivos con DCs que provenian de cultivos con
MO-MSCs, CN-MSCs y CaCu-MSCs respecto a las mDCs que no estuvieron en
contacto con ninguna fuente de MSCs. Las graficas muestran la mediatzSD;
***P<0.0005.
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Discusioén

En 2018, dada la carga global sustancial del cancer cervicouterino, la
Organizacion Mundial de la Salud hizo un llamado a la accion global para eliminar
el CaCu (Sung et al, 2020). Pese a los métodos de prevencion existentes, en
México sigue siendo el segundo cancer con mayor incidencia y mortalidad en la
poblacién femenina mexicana (GLOBOCAN, 2020). Un mejor entendimiento de los
procesos celulares y moleculares implicados en la progresion del CaCu podria
impulsar el establecimiento de diagnésticos mas precisos y al desarrollo de

nuevos enfoques de tratamiento.

Las MSCs en céancer tienen un perfil biolégico que ayudan a promover la
carcinogénesis (Coffman et al 2018). Nuestro equipo de trabajo ha demostrado
que las MSCs provenientes de CaCu ayudan a evadir la actividad de LTC a través
de la reduccion de la expresion de HLA-I en células tumorales (Montesinos et al,
2013), ademas disminuyen la proliferacion y citotoxicidad de linfocitos NK (Serrato-
Lépez, 2019) y polarizan a los macrofagos hacia un fenotipo M2 (Cortes-Morales
et al, 2023). Sin embargo, hasta ahora no se ha descrito el efecto de estas MSCs
sobre las DCs, las cuales son de suma importancia para desarrollar una adecuada

respuesta de LTC especifica contra antigenos tumorales.

Se ha evidenciado que las MO-MSCs pueden inhibir la diferenciacion de
monocitos a DCs, al mantener la expresion de CD14 (Jiang et al, 2005; Nauta et

al, 2006; Spaggiari et al, 2009). El CD14 es un PRR que reconoce LPS y dicho
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marcador se evalla para el reconocimiento de la poblacion monocitica (Wu et al,
2019). Los macrofagos mantienen la expresion de CD14, mientras que las moDCs

reducen la expresion de CD14 al ser inducidas a diferenciacion (Amon et al, 2008).

Por este motivo, decidimos evaluar si las MSCs de cérvix (normal y CaCu)
también podian inhibir la diferenciacion de monocitos a DCs. En nuestros
resultados al inducir la diferenciacion de monocitos hacia iDCs en presencia de
MSCs de cérvix, se conservo la expresion de CD14. Ademas, CD11lc y CD11b,
moléculas presentes en monocitos que aumenta su expresion en la membrana
célular al diferenciarse hacia moDCs (Amoén et al, 2000; Tang-Huau y Segura,
2018), tuvieron una menor expresion al inducir la diferenciacion de los monocitos
hacia iDCs en presencia de MSCs de cérvix en comparacion con su induccién a la
diferenciacion en ausencia de MSCs. Estos resultados indican que tanto CN-
MSCs como CaCu-MSCs son capaces de disminuir la diferenciacion de monocitos

hacia DCs.

Las MO-MSCs también tienen la capacidad de afectar la expresion de los
marcadores CD80, CD86, CD83 y HLA-DR caracteristicos de las moDCs cuando
se inducen a maduracion y ademas dichas MSCs disminuyen la capacidad
efectora de las mDCs para activar a linfocitos T (Jiang et al, 2005; Nauta et al,
2006). Con base en ello, decidimos evaluar el efecto de las MSCs de cérvix sobre
la expresion de estos marcadores en monocitos inducidos a maduracién en
sistemas de co-cultivo. Nuestros resultados demostraron que al igual que MO-

MSCs, las CN-MSCs y CaCu-MSCs redujeron significativamente el porcentaje de
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células positivas y la MFI de las moléculas CD80, CD86 y CD83 en mDCs. Estos
resultados indican que tanto CN-MSCs como CaCu-MSCs son capaces de

disminuir la maduracién de monocitos hacia DCs.

Se ha publicado que las MSCs afectan la capacidad fagocitica de las iDCs
(Zhao et al, 2012a) y dado que nuestros resultados indicaron que las MSCs de
cérvix fueron capaces de afectar la diferenciacion de iDCs, decidimos evaluar su
funcionalidad y para ello analizamos su capacidad fagocitica. De manera
interesante, observamos que al inducir la diferenciacion de los monocitos hacia
DCs en presencia de CN-MSCs y CaCu-MSCs, en la poblacion de DCs se
incrementd el porcentaje de células capaces de fagocitar, en comparacion con la
poblacién de iDCs en ausencia de MSCs. Este resultado esta acorde con la
publicacién del grupo de Zhao (Zhao et al, 2012a) en donde MO-MSCs inhiben la
diferenciacion de DCs y aumentan su potencial fagocitico, lo cual podria estar
relacionado a que las MSCs mantienen a los monocitos inducidos hacia DCs en
etapas indiferenciadas y debido a ello pueden presentar una mejor capacidad de

fagocitosis.

Por su parte, también se ha reportado que las MO-MSCs mejoran la
capacidad de iDCs de generar linfocitos Treg (CD4+ CD25+ FoxP3+) (Aggarwal y
Pittenger, 2005; Li et al, 2008; Zhao et al, 2012a; Zhao et al, 2012b) y estos
linfocitos ayudan al desarrollo del cancer suprimiendo la respuesta inflamatoria
(Arneth, 2020; Labani-Motlangh et al, 2020). Debido a lo anterior, decidimos

determinar si las iDCs inducidas a diferenciacion en presencia de MSCs de cérvix
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tenian el potencial de generar linfocitos Tregs (CD4+ CD25+ FoxP3+).
Observamos que los linfocitos T CD4+ cultivados con iDCs que provenian de
cultivos con CN-MSCs y CaCu-MSCs, tenian una mayor expresion de CD25 y
FoxP3, que aquellos puestos con iDCs que no tuvieron contacto con MSCs. Estos
resultados indican que las CN-MSCs y CaCu-MSCs inciden sobre la capacidad de
las iDCs para favorecer la generacién de Tregs, lo cual podria estar relacionado al
aumento de esta poblacién de linfocitos en CaCu, el mismo aumento se ha visto
en otros tipos de céancer, donde linfocitos Tregs disminuyen la respuesta
inflamatoria, por lo tanto apoyan el desarrollo y progresion de las células tumorales

(Fuy Aimin, 2018; Visser et al, 2007; Wculek et al, 2019).

Por otra parte, se sabe que las mDCs tienen la capacidad para inducir la
proliferacion de linfocitos T (Chancellor et al, 2018; Rhijn y Le Nours, 2021),
debido a ello decidimos evaluar cual es el efecto de las MSCs de cérvix en dicha
capacidad de las mDC. Los resultados indican que las mDCs en presencia de
MSCs de cérvix, disminuyen su capacidad para estimular la proliferacion de
linfocitos T CD3+ en comparacion a la ausencia de MSCs. Este resultado confirma
la posible participacion de las MSCs en la disminucién de la respuesta inmune
mediada por las células linfoides en contra de las células tumorales, debido al
efecto negativo sobre la proliferacion clonal de células citotéxicas que eliminan a
las tumorales, mecanismo que se ha descrito como uno de los mas importantes

para la progresiéon del cancer (Hinshaw y Shevde, 2019; Woo et al, 2008).
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En resumen, nuestros resultados indican que las IDCs y las mDCs en
presencia de las MSCs de las tres fuentes, disminuyen su capacidad de
diferenciacion y maduracion ademas de aumentar su capacidad fagocitica y de
generacion de Tregs y lo anterior aunado a la disminucion de su capacidad para
inducir la proliferacion de linfocitos T en el caso de las mDCs, nos indica que las
MSCs como parte del microambiente tumoral representan a poblaciones celulares
que pueden incidir de manera positiva en el desarrollo y progresion de las células
tumorales, ello a través de mecanismos que impiden el adecuado funcionamiento

del sistema inmune.

El tracto reproductivo femenino necesita generar una respuesta inmunitaria
especifica para los retos inmunoldgicos que se presentan en esta zona anatémica
y debido a ello necesita activar mecanismos inmunes para la proteccion de
infecciones y otras agresiones ambientales nocivas. No obstante, también se ha
descrito que de manera opuesta es necesario mantener en este 6rgano un
mutualismo simbidtico con microorganismos comensales, ademas de una
tolerancia inmunoldgica a los espermatozoides alogénicos, asi como a los fetos

semialogénicos (Barrios De Tomasi et al, 2019).

El cérvix en especifico tiene caracteristicas inmunoldgicas Unicas y sufre
alteraciones especificas durante diferentes condiciones fisiolégicas como la
menstruacion, el embarazo, el posparto y el envejecimiento, por ello tiene una
respuesta inmune compleja y sumamente controlada, ya que la desregulacion de

dicha respuesta conlleva a diversas complicaciones clinicas, como vaginosis
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bacteriana, candidiasis vaginal, infecciones, trabajo de parto prematuro y en

algunos casos al desarrollo de CaCu (Barrios De Tomasi et al, 2019).

Probablemente debido a estos mecanismos de proteccion es que las MSCs
de cérvix presentan un perfil inmunosupresor hacia DCs derivadas de monocitos,
evitando su diferenciacidon, maduracion y afectando su funcionalidad hacia
linfocitos T. Numerosos estudios in vivo han reportado que los monocitos se
diferencian a DCs en casos de inflamacion. Sin embargo, su diferenciacion
también se ha observado en ausencia de procesos inflamatorios, aunque en
menor porcentaje. El incremento en la presencia de poblaciones de DCs derivadas
de monocitos en tejidos podria llevar a una respuesta inmune exacerbada, como
se muestra en modelos de enfermedades autoinmunes en donde se encuentran
proporciones incrementadas de dicha poblacién de DCs (Eguilu-Garcia et al, 2016;

Segura y Amigorena, 2013; Tang-Huau y Segura, 2018; Zaba et al, 2009).

La capacidad de las CN-MSCs de mantener en un estado indiferenciado e
inmaduro a las DCs, podria ser un punto de control para preservar la homeostasis
en tejidos sanos. Sin embargo, en el caso del desarrollo de CaCu, la falta de
respuesta inmune a la infeccion de VPH ayuda a la progresion a carcinomas y se
ha descrito que las células tumorales obstaculizan la diferenciacién de monocitos
hacia DCs e inducen una maduracion incompleta de estas células presentando asi
un perfil tolerogénico (Wang et al, 2022). Por lo cual, este comportamiento de las
MSCs de CN podria ser modificado en presencia de células infectadas con VPH o

citocinas inflamatorias para montar una respuesta inmune adecuada. Contrario a
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lo anterior en el caso de MSCs de CaCu, se puede pensar que en presencia de
células tumorales podria seguir conservando su fenotipo inmunosupresor como se
ha observado en MSCs de otros estromas tumorales, o en las mismas CaCu-
MSCs que se han estudiado en nuestro grupo con relacion a su efecto hacia otros
tipos celulares como los linfocitos NK (Serrato-Lépez, 2019), macrofagos (Cortes-

Morales, 2023) y linfocitos T (Montesinos et al, 2013).
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Conclusiones

En los ensayos realizados, no se encontraron diferencias entre las MSCs de MO,

con las de cérvix normal o las obtenidas de pacientes con CaCu.

Las MSCs de cérvix, tanto normal con de CaCu disminuyeron la diferenciacién de
monocitos hacia iDCs, al mantener la expresion y porcentaje de células CD14+,
reducir la expresion de CD11b/c y disminuir el porcentaje de células positivas a

CD86 (Figura 15).

La presencia de ambas MSCs de cérvix disminuyé la maduracion de DCs, lo cual
se reflejé en la disminucién de la expresion y porcentaje de células positivas a

CD80, CD86 y CD83 (Figura 15).

En presencia de CN-MSCs y CaCu-MSCs las iDCs aumentaron su capacidad de

fagocitosis (Figura 15).

Las mDCs después de estar en cultivos con MSCs de cérvix tanto normal como de
CaCu, presentaron una menor capacidad de inducir la proliferacion de linfocitos T

alogénicos (Figura 15).

Las iDCs en presencia de CN-MSCs y CaCu-MSCs incrementaron su capacidad
para generar linfocitos T reguladores con el inmunofenotipo CD4+CD25+FoxP3+

(Figura 15).
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Aumenta
fagocitosis

CD11ctow
Disminuyen: CD86, CD80,CD83

Figura 15. Interaccion MSCs con DCs en el cérvix. Las MSCs evitan la diferenciacion y
maduracion de DCs. Aumentan su capacidad fagocitica, mejoran su capacidad de generar
linfocitos Tregs, y reducen su potencial de inducir proliferacion de linfocitos T (CD3+).
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Perspectivas

Dado que en el presente estudio no se observo diferencias entre MSCs de CN y
CaCu seria interesante evaluar la participacion de la interaccion de las CaCu-
MSCs y las células tumorales para determinar si las primeras modifican su

capacidad inmunosupresora sobre las células dendriticas.

Evaluar si las MSCs de cérvix pueden cambiar el perfil de citocinas de DCs, ya
que esto ayudaria a saber si se comportan de forma tolerogénica o qué tipo de

respuesta podrian estar induciendo en linfocitos T.

Evaluar el perfil de citocinas en MSCs de cérvix seria adecuado para discernir las
vias que utilizan estas células para disminuir la diferenciacién y maduracién de las

moDCs.

Diferenciar DCs antes de poner en co-cultivos con MSCs de cérvix y evaluar su

funcionalidad.

Evaluar la capacidad inmunoreguladora de las MSCs de cérvix hacia otros

componentes del sistema inmune como los linfocitos B.
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Anexo: Caracterizacion de las células estromales
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Figura 16. Diferenciacion de MO-MSCs, CN-MSCs y CaCu-MSCs. Las MSCs de las diferentes
fuentes fueron cultivadas en presencia de medio osteogénico, condrogénico o adipogénico
durante tres semanas. Después de ese periodo se comprobé la diferenciacion mediante la
evaluacion de la actividad de la fosfatasa alcalina (osteogénesis), o las tinciones de rojo oleoso
(adipogénesis) y azul alciano (condrogénesis).
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Figura 17. Perfil de expresion de antigenos en MO-MSCs, CN-MSCs y CaCu-MSCs.
(tomado de Montesinos et al, 2013)
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