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Resumen

Los virus de papiloma humano (VPH) de alto riesgo, como el VPH-16, se asocian con el
desarrollo de cancer cérvico-uterino (CaCu). Una vez que su genoma se integra en el de las
células infectadas, las proteinas virales E6 y E7 que generalmente son sobre-expresadas,
juegan un papel importante en la transformacién celular e inducciéon de tumores cervicales.
Aunque estas proteinas oncogénicas representan antigenos diana, para el reconocimiento
inmune mediado por linfocitos T citotdxicos, factores confinados al microambiente tumoral
pueden inhibir la respuesta efectora de linfocitos T citotoxicos (LTC), tal como la presencia de
linfocitos T reguladores, células dendriticas tolerogénicas y células estromales
mesenquimales (CEMs). El papel de CEMs en el microambiente tumoral aun es incierto, sin
embargo, algunos estudios con modelos tumorales singénicos, alogénicos y xenogénicos,
han mostrado que las CEMs alogénicas y xenogénicas injertan de manera independiente al
Complejo principal de histocompatibilidad del huésped, favoreciendo el implante y
crecimiento tumoral. No obstante se desconoce si éstas participan en el reconocimiento

inmune de las células tumorales.

En este trabajo se evalu6 si CEMs derivadas de médula ésea normal (MON), cérvix normal
(CN), neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) y de cancer cérvico-uterino (CaCu) influyen
en el reconocimiento inmune de linfocitos T citotoxicos (LTC) sobre células tumorales
positivas a la infeccion por VPH-16.

Para ello, se utilizé un modelo in vitro, en el cual células tumorales de raton, denominadas
TC-1 (positivas a la expresién de las proteinas E6 y E7 de VPH-16) derivadas de la cepa de
raton C57BL/6 (haplotipo H2-D®), fueron co-cultivadas con las diferentes CEMs, en diferentes
proporciones, para evaluar la proliferacion celular, la expresion de moléculas H2-D° en
membrana y el reconocimiento inmune mediado por linfocitos T citotoxicos, inducidos en
ratones C57BL/6 mediante la inmunizacién con el péptido antigénico RAHYNIVTF de la
proteina E7 de VPH-16. De acuerdo a los resultados obtenidos, este modelo in vitro, nos
permitié tener los siguientes resultados: 1) las CEMs derivadas de tejido cervical neoplasico
y normal, indujeron una mayor proliferacion de las células tumorales TC-1, esencialmente
cuando fueron co-cultivadas en la mayor proporcién (1:1) con las células tumorales; 2) la

expresion de las moléculas H2-D° en las células TC-1, disminuyd de manera dosis
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dependiente con la cantidad de CEMs colocadas en los co-cultivos; 3) el reconocimiento
inmune de las células tumorales TC-1 por los linfocitos T citotoxicos (LTC), disminuyd de
manera muy importante, después de ser co-cultivadas con las diferentes CEMs; finalmente,
4) en los co-cultivos de células tumorales TC-1 con las CEMSs, se lograron detectar citocinas
como IFN-y, TNF- a e IL-5, las cuales pueden modular la expresiéon de moléculas CPH-I en

las células tumorales.

Estos resultados nos permiten concluir que las CEMs contribuyen de manera importante, al
disminuir la expresion de moléculas del CPH-lI (H2-D®), y por tanto en la evasién del

reconocimiento inmune por linfocitos T citotdxicos CD8".
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Introduccidén

El cancer cérvico-uterino (CaCu) es un problema importante de salud publica, ya que
constituye una de las principales causas de mortalidad entre las mujeres Mexicanas con
cancer (INEGI, 2008). Cada afio se diagnostican alrededor de 11,000 casos nuevos de
cancer cérvico uterino invasor. La mayoria de las pacientes ingresan con enfermedad
avanzada, con un mal prondstico y representan una enorme pérdida de recursos humanos y
economicos. Esta enfermedad se encuentra fuertemente asociada (cercana al 100%) con la
infeccion por los virus de papiloma humano (VPH) de alto riesgo (Walboomers et al, 1999).
La presencia de VPH en este tipo de cancer genital, también se ha asociado con la falla en la
respuesta inmune mediada por linfocitos T auxiliares tipo Th1 y por linfocitos T citotéxicos y
la presencia de células inmunoreguladoras en el microambiente tumoral y su influjo en
nodulos linfaticos de pacientes con CaCu avanzado (Visser et al, 2007; Molling et al, 2007;
Nakamura et al 2007; Piersma et al 2007). Estas evidencias han sugerido que durante el
desarrollo de la enfermedad se genera tolerancia inmunoldgica hacia el tumor, con la
concomitante aparicion de células inmunosupresoras. Sin embargo, poco se sabe sobre los
mecanismos mediante los cuales estas células regulan e inhiben el reconocimiento inmune

mediado por linfocitos T citotoxicos.

Por otra parte se ha demostrado que las células neoplasicas se localizan inmersas en un
microambiente celular denominado estroma tumoral, el cual esta compuesto de fibroblastos,
vasos sanguineos y también de las células inmunes mencionadas. Estos elementos
estromales responden a factores producidos por las células tumorales y proveen de
componentes necesarios para la sobrevivencia del tumor, incluyendo soporte estructural,
vasculatura y matriz extracelular (Albini et al, 2007). A la fecha, no se sabe cual es el origen
de los componentes estromales, sin embargo una posibilidad es que se formen a partir de las
células estromales mesenquimales (CEMs). De manera interesante, se ha demostrado que
las CEMs participan en la generacion de inmunosupresién de la respuesta inmune de
manera directa y por su capacidad de inducir, reclutar y mantener la funcién de linfocitos T
reguladores (Pittenger et al, 1999; Dominici et al, 2006; Prevosto et al, 2007; y Di lanni et al,

2008). Recientemente nuestro grupo de investigacion ha logrado obtener y caracterizar
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CEMs de tejidos normales de cuello uterino y de tumores avanzados de cancer cérvico-
uterino (Montesinos et al, 2010, manuscrito en preparacion). En estudios previos hemos
encontrado que estirpes celulares de CEMs provenientes de tumores cervicales, inducen la
disminucion de la expresion de moléculas clase | del complejo principal de
histocompatibilidad en células tumorales de cancer cérvico-uterino cuando son co-cultivadas
in vitro, lo cual sugiere que las CEMs pueden promover que las células tumorales evadan el
reconocimiento inmune de linfocitos T citotdxicos. Por tanto, el presente estudio se realizd
con la finalidad de analizar si CEMs obtenidas de neoplasias cervicales (NIC y CaCu)
influyen en el reconocimiento inmune de células tumorales mediado por linfocitos T
citotoxicos CD8+. Para ello se utilizd un modelo in vitro, en el cual células tumorales de raton
denominadas TC-1 (positivas a las proteinas E6 y E7 de VPH-16) derivadas de la cepa
C57BL/6 (haplotipo H2-D°), fueron co-cultivadas con CEMs derivadas de neoplasias
cervicales humanas, para evaluar la expresion de moléculas H2-D® en membrana y el
reconocimiento inmune mediado por linfocitos T citotéxicos, inducidos en ratones C57BL/6
mediante la inmunizacion con el péptido antigénico RAHYNIVTF de la proteina E7 de
VPH-16.
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Marco Tedrico

Virus del Papiloma Humano (VPH)

El virus del papiloma humano (VPH) pertenece al genero Papillomavirus y a la familia
Papovaviridae (Dias et al, 2005), de capside icosahédrica no envuelta que contiene el
genoma viral que posee un ADN circular de doble cadena de aproximadamente 8 kb y 8,000

pares de bases de longitud (Figura 1) (Hebner et al, 2006).

Figura 1. Virus de Papiloma Humano.

Tomado de: www.prn.org/images/uploads/hpv_3d_high.jpg

Segun su genoma puede ser dividido en regiones tempranas y regiones tardias basados en
el tiempo de la expresion del gen durante el ciclo de vida viral, y una tercera region,
denominada long control region (LCR), por sus siglas en inglés (Damania and Pipas, 2009).
La region temprana o region reguladora que contiene secuencias que controlan la
transcripcion y replicacion la cual contiene genes involucrados principalmente en actividades
enzimaticas (como E6, E7, E1, E2, E4 y E5), la region tardia o estructural que consiste de las
proteinas de la capside L1 y L2 que facilitan el empaquetamiento viral. (Chen et al, 2007). La
region LCR, es la encargada de controlar la expresién de los genes tempranos E6 y E7
(Rincon et al, 2007), que en los tipos de VPH de alto riesgo son capaces de interactuar con
proteinas reguladoras del ciclo celular, y por tanto, de inducir un estado transformado a la
célula hospedera (Figura 2) (Galloway et al, 1996).
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Figura 2. Genoma del VPH. Tomado de: (Lépez y Lizano, 2006)

Los VPH, al igual que otros virus, aprovechan la maquinaria celular para replicarse, en
determinadas circunstancias fisioldgicas de “permisividad inmunoldgica”, y tras un periodo de
persistencia de la infeccion, generalmente largo, las particulas de ADN viral (que se
encuentran en forma episomal), sufren un proceso de integracién dentro del genoma celular.
En consecuencia una serie de acontecimientos conducen a un bloqueo de proteinas con
funciones importantes en el ciclo celular (p53 y Rb) y, alteraciones en el crecimiento normal y
diferenciacion del epitelio cervical, seguidas de una acumulacion de errores genéticos, base

de la transformacion tumoral (Rincén et al, 2007).

Entre los factores de riesgo para el desarrollo de tumores cancerosos, se incluyen las
infecciones con VPH de alto riesgo, un alto numero de parejas sexuales, coinfeccion con
virus de inmunodeficiencia humana, la inmunosupresién, y el fumar cigarros.

La infeccion por VPH es muy frecuente y muchos individuos infectados nunca llegan a tener

manifestaciones clinicas, y pocos son los que progresan a cancer cervical invasivo.

Un factor bien establecido que explica parcialmente el riesgo diferencial de desarrollar
cancer cervical es el tipo de VPH infectante, (Garcia, 2007), ya que un pequefio grupo de

VPH son agentes causales de cancer cervical, y hasta el 99% de los tumores, son positivos
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para ADN de VPH. Se tienen datos de mas de 100 diferentes tipos virales que han sido
identificados, y cerca de la tercera parte de éstos infectan células epiteliales en el tracto
genital (Longworth and Laimins, 2004).

Los tipos virales que infectan el tracto genital se separan en dos categorias: de alto riesgo y
de bajo riesgo. Los tipos de alto riesgo mas comunes incluyen VPH-16, VPH-18, VPH-31,
VPH-33, y VPH-45; y los tipos de bajo riesgo son VPH- 6 y VPH-11. Entre los VPH de alto
riesgo, los tipos 16 y 18 estan presentes en un 74.6% de los canceres cervicales, (Dias et al,
2005).

Ciclo biolégico del VPH

El ciclo del VPH esta regulado por el estado de diferenciacion de sus células hospederas, los
queratinocitos. La infeccidon esta intencionada para ocurrir en células troncales o células de la
capa basal del epitelio que llegan a ser susceptibles a la infeccion a través de microlesiones.

Al entrar, el ADN viral es establecido en el nucleo como elemento extracromasomal y el
promotor temprano es activado. Como resultado de la expresion incrementada de la
replicacion de las proteinas E1 y E2, los genomas virales son amplificados rapidamente a 50-
100 copias episomales por célula. Seguido de esta fase de establecimiento inicial, un numero
de copias es mantenido constantemente y ocurren replicaciones en sincronia con el ADN
celular. Mientras las células infectadas-VPH se dividen, una célula hija migra fuera de la capa
basal y comienza un programa de diferenciacién, la otra célula hija permanece en la capa
basal y provee un reservorio continuo de células no diferenciadas que mantienen su ADN
viral latente. Mientras las células infectadas-VPH se diferencian, el ultimo promotor es
activado, el cual conduce a la amplificacion del genoma viral a miles de copias, expresion del

gen tardio y el ensamblaje del virién (Figura 3) (Damania and Pipas, 2009).
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Figura 3. Ciclo de vida de VPH. Tomado de: (Stanley, 2008)

El establecimiento y mantenimiento de las fases del ciclo de vida viral requiere la expresion
de los transcriptores para el promotor temprano, los cuales codifican para las oncoproteinas
E6 y E7, asi como las proteinas de replicacion E1 y E2 (Howley, 1996).

La proteina E6 unida a la proteina supresora de tumor p53 actua como parte de un complejo
trimérico con la ubiquitina ligasa celular, EGAP, llevando al rapido regreso de p53. E7 unida al
retinoblastoma (Rb), familia de los supresores del tumor, bloquea la union de factores de
transcripcion E2F asi como otras proteinas envueltas en la regulacion del ciclo celular.
Mientras las células infectadas abandonan la capa basal, ellas permanecen activas en el
ciclo celular debido a la accién de la proteina E7, resultando en la activacion constitutiva de
genes de fase S a células altamente diferenciadas y activan la expresion de factores de
replicacion celular requeridas para la replicacion viral. Por lo que las oncoproteinas E6 y E7
son necesarias para la inmortalizacién y retencion de capacidad de diferenciacion en el ciclo
celular (Wilson, 2005).

Las proteinas L1 y L2 son ensambladas tardiamente, formando la capside del virion, y
finalmente los virus maduros son liberados en las capas mas elevadas del epitelio
(Longworth and Laimins, 2004).
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Sistema inmune

Los organismos superiores defienden constantemente su integridad bioldgica frente a
agresiones, procedentes del exterior. Para que estos fendmenos de defensa se lleven a
cabo, los organismos disponen de un conjunto de elementos especiales, conocido como
sistema inmune (Roitt, 2003).

En los vertebrados persisten elementos del sistema inmunitario primitivo (inmunidad innata)
ademas de un sistema mas evolucionado de reacciones especificas denominado inmunidad
adaptativa (Goldsby et al, 2003).

Las células y las moléculas de los sistemas inmunitarios innato y adaptativo identifican y
eliminan los microorganismos que han superado las barreras fisicas y quimicas y han
logrado entrar en los tejidos blandos. Para responder a la infeccion el sistema inmunitario usa
mecanismos innatos que son rapidos pero limitados y mecanismos adaptativos que se inician
con lentitud pero que finalmente son poderosos y de memoria rapida. Ademas los
vertebrados han desarrollado la defensa adicional de las respuestas inmunitarias

adaptativas, que incluyen la participacion de linfocitos T y B (Roitt, 2003).

El sistema inmune cuenta con un grupo de proteinas que se designan en conjunto citocinas
para indicar su accion en la comunicacion intercelular, mediando las interacciones complejas
entre las células (Goldsby et al, 2003). Las citocinas son factores paracrinos o autocrinos que

regulan la proliferacion, diferenciaciéon y funcion de sus células blanco (Ravinovich, 2004).

Se han identificado dos poblaciones distintas de clones murinos T helper o colaboradores
(Th). Los linfocitos Th1 se desarrollan en respuesta a bacterias intracelulares y algunos virus,
mientras que los Th2 predominan en respuestas a nematodos gastrointestinales. Los Th1
secretan Interleucina-2 (IL-2), Interferén- y (IFN-y) y Factor de Necrosis Tumoral-g (TNF-B) y
estan fundamentalmente involucrados en las respuestas mediadas por células. En cambio
las células Th2 que secretan Interleucina-4 (IL-4), (IL-5), (IL-6), (IL-9), (IL-10) e (IL-13) tienen

un papel importante en las respuestas humorales (Tabla 1) (Ravinovich, 2004).
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CITOCINA FUNCION EFECTORA
Induce la proliferacion de células T y B; aumenta
IL-2 la citotoxicidad por NK, asi como la destruccién

de células tumorales y bacterias por monocitos;
antiinflamatorio.

IL-4 Induce las células Th2, estimula la proliferacion
de células T y B.
IL-5 Induce proliferacion de eosindfilos y linfocitos B

activados, induce cambio a IgA.
Inhibe la replicacion viral, incrementa Ia
expresion de CPH | y Il, inhibe la proliferacion de

IFN-y Th2.
Citotoxicidad tumoral, induce secrecion de
TNE-a citocinas, mediadora de la respuesta aguda

inflamatoria.

Tabla 1. Citocinas y sus funciones. Tomado de: Roitt, 2003; Murphy, 2008.

Dentro de las funciones mas importantes de los linfocitos T estan la defensa frente a
microorganismos intracelulares y la activacion de otras células, como macréfagos y linfocitos
B. La tarea de mostrar los antigenos de los microorganismos asociados a células para su
reconocimiento por las células T es realizada por proteinas especializadas codificadas por
genes situados en un locus llamado Complejo Principal de Histocompatibilidad (CPH) (Roitt,
2003)

Complejo principal de histocompatibilidad (CPH)

Las moléculas de histocompatibilidad pueden influir en la capacidad de respuesta inmunitaria
frente a antigenos particulares moldeando el repertorio de células T maduras llamadas en su
conjunto como genes de histocompatibilidad. Las moléculas codificadas por los genes de
histocompatibilidad en humanos son conocidas como Antigenos Linfocitarios Humanos (HLA,
del inglés Human Leukocyte Antigens); mientras que en ratbn son denominados como
antigenos H-2 (Rojas et al, 2001; Anibal et al, 1996; Guizar, 2001).

Existen cuando menos cuatro familias de antigenos codificados por genes situados en la
region CPH: los antigenos de clase |, Il, lll y IV. Este sitio contiene mas de 200 genes, de los
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cuales alrededor de 40 codifican para antigenos de leucocitos y participan, en diversas
formas, en la respuesta inmunitaria. Dos de estas familias de antigenos CPH (antigenos de
clase | y Il) corresponden a los antigenos principales de histocompatibilidad por ser las que
participan en la comunicaciéon entre células (célula-linfocito o linfocito-linfocito), la
presentacion de antigenos, regulacion inmune, vigilancia inmunolégica (importante para la
deteccion y eliminacion de células tumorales) y también como potentes antigenos de
trasplante (Anibal et al, 1996).

Complejo principal de histocompatibilidad Clase-1 (CPH-I)

Las moléculas de CPH de clase | estan constituidos por dos cadenas polipeptidicas
separadas; una de 338 aminoacidos codificada por el CPH, denominada pesada, con un
peso molecular de 44-47 kD (cadena a) y otra cadena de 12 a 16 aminoacidos denominada
R2-microglobulina asociada no covalentemente a la cadena a y no unida directamente a la
célula. Los genes que codifican para la cadena pesada de las moléculas de
histocompatibilidad se encuentran en el cromosoma 6 en humanos y en el cromosoma 17 en
raton; mientras que 32-microglobulina es codificada en el cromosoma 15 en humanos y 2 en
ratén (Trigo et al, 1997). En el hombre existen tres CPH de clase | distintas, éstas son HLA-
A, HLA-B y HLA-C, mientras que en raton son H2-K, H2-D y H2-L, todas ellas cumplen la
funcion de presentacion de péptidos a los linfocitos T CD8. En cada caso, las moléculas
codificadas por los tres locus se expresan simultdneamente en la superficie de casi todas las
células con excepciodn de los gldbulos rojos y el sincitio del trofoblasto. Por otra parte, en el
caso del humano, existen otras tres moléculas de HLA de clase | que se consideran como
genes HLA no clasicos, los HLA-E, F y G, cuyas funciones son esencialmente las mismas
que los primeros pero mucho mas polimoérficas y por ende contienen mas alelos (Figura 4)
(Trigo et al, 1997; Roitt, 2003).
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Figura 4. Mapa génico del CPH de humano y raton. Tomado de Abbas et al, 2000.

Las moléculas de CPH de clase |, se expresan de manera constitutiva en practicamente
todas las células, este patron de expresidon esta ligado a las funciones de las células T con
restriccion por moléculas clase | del CPH. Debido a que los virus pueden infectar cualquier
célula nucleada, todas las células de este tipo deben presentar los ligandos que seran
reconocidos por las células T CD8", proporcionando asi un sistema de presentacion de los

antigenos virales (Goldsby et al, 2003; Estupifian, 2004).

Procesamiento de antigenos

Las moléculas CPH clase | son sintetizadas en el reticulo endoplasmico (RE) y en este sitio
adquieren péptidos derivados de la degradacién de proteinas citosélicas, provenientes de
virus o de proteinas propias transformadas (en el caso de células tumorales); que son
fragmentadas por proteasas multicataliticas, constituidas por dos subunidades de bajo peso
molecular denominadas LMP2 y LMP7, este conjunto enzimatico es llamado proteasoma.
Los péptidos generados por proteasomas son transportados al interior del RE por una

proteina heterodimerica denominada TAP (TAP-1/TAP-2) localizada en la membrana del RE
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y directamente comunicada con las moléculas CPH recién sintetizadas. Los péptidos se unen
entre los dominios alfa 1 y alfa 2 de la cadena pesada del CPH y al ensamblarse con la
subunidad [32-microglobulina, el complejo formado (CPH-péptido) es transladado a la
membrana celular para ser presentado al receptor del linfocito T (Figura 5) (Murphy et al,
2008).

Péptidos
en citosol -
"
2 (1 )
3 ‘\\;I/ CPH ; ‘Sb' /’/
Proteina Clase | Y 4 / ’
citosdlica Proteasoma f ‘,r" / Via CPH ETE
(/] ]/ CcDs*
\ / | Re | Clase |

Figura 5 .Procesamiento y presentacion de antigeno. Tomado de: Abbas et al, 2000.

Respuesta inmune contra el cancer

La infeccion del tracto genital por VPH puede inicialmente resultar en una lesién de bajo
grado o neoplasias cervicales intraepiteliales de grado 1, estas lesiones exhiben soélo
medianamente alterados patrones de diferenciacion, y muchas de ellas son “eliminadas” por
el sistema inmune en menos de un afo. El mecanismo por el cual la respuesta inmune
celular elimina las infecciones causadas por VPH aun no es claramente entendido. Algunas
de estas lesiones, sin embargo, no son eliminadas por el sistema inmune y pueden persistir
por periodos tan largos como décadas. La persistencia de infeccion por VPH de alto riesgo,
es un gran factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades genitales como el carcinoma
celular escamoso, 0 menos comunmente, adenocarcinoma de cérvix (Longworth and
Laimins, 2004).

La disminucion parcial o total de moléculas clase | del CPH en la membrana de las células
infectadas por virus o de células tumorales, es un mecanismo celular para evitar el
reconocimiento antigénico por linfocitos T citotoxicos y por tanto se da lugar al escape

inmunolégico (Ostrand-Rosenberg, 2004; Knutson and Disis, 2005). La deficiencia en la
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expresion de moléculas CPH clase | en membrana puede deberse a varios mecanismos
moleculares que incluyen: anormalidades estructurales de los genes HLA, defectos en la
regulacion de la transcripcion y transduccion de estos genes; y mas recientemente se han
descrito factores epigenéticos tales como la hipermetilacién y desacetilacion de histonas. En
conjunto inhiben la transcripcion y traduccion de varios genes que participan en el
procesamiento y presentacion de antigenos (transportadores asociados al procesamiento de
antigenos, enzimas proteoliticas, cadenas pesadas del CPH, etc.) y por tanto en la
presentacion antigénica para el reconocimiento por linfocitos T (Magner et al, 2000; Tomasi
et al, 2006; Setiadi et al, 2007).

Por otro lado, se sabe que durante el desarrollo de tumores existen diversos mecanismos
que en conjunto conducen a un ambiente de inmunosupresion (Turley et al, 2008). En este
contexto, la presencia de linfocitos T reguladores (CD4*, CD25" y FoxP3), células dendriticas
inmunosupresoras y ceélulas estromales mesenquimales (CEMs) pueden generar un
microambiente tumoral de inmunosupresidn de la respuesta inmune adaptativa, via la
produccion de citocinas supresoras como TGF- e IL-10; factores que inhiben la actividad de
linfocitos T citotoxicos como son arginasa e indoleamina 2,3 dioxigenasa (IDO); o factores
que promueven el crecimiento tumoral y angiogénesis como son factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) e IL-1B (Yen and Yen, 2008; Jodele et al, 2006).

Células estromales mesenquimales (CEMs)

El estroma de la medula 6sea incluye células progenitoras, denominado comunmente como
células estromales mesenquimales (CEMs) que sostienen la hematopoyesis y diferenciacion
de multiples linajes de origen mesodérmico, tales como osteocitos, condrocitos, adipocitos y
fibroblasto estromal (Figura 6), y en células de otros linajes como células del musculo,

hepatocitos, células endoteliales y neuronas (Morandi et al, 2008).
Las CEMs son principalmente aisladas de la medula &ésea, pero han sido también

identificadas en otros tejidos incluyendo sangre de cordon umbilical, tejido adiposo, musculo

y membrana sinovial (Morandi et al, 2008).
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Figura 6. Diferenciacién de células estromales mesenquimales de medula 6sea en células de linaje

mesodérmico: condrocitos, adipocitos, osteoblastos y fibroblasto estromal. Tomado de: (Flores-Figueroa, 2006)

Todas las células secretan varios agentes bioactivos que reflejan su estado funcional y la
influencia de su microambiente local. El modelo y cantidad de tales factores secretados son
bien conocidos en mecanismos de retroalimentacién (feed back) en las mismas células y

ambos rigen su estado funcional y fisiologico.

Tales secreciones funcionales (autocrina y paracrina) de factores bioactivos pueden tener
efectos profundos en la dinamica celular local. De este modo, las células estromales
mesenquimales pueden tener dos funciones distintas: pueden proveer unidades de
reemplazamiento para células muertas en tejidos mesenquimales y pueden tener efectos
tropicos en células fuera de su vecindario generando nuevamente fenotipos de
mesenquimales diferenciadas y también influyendo la regeneracién de células o tejidos,
(Caplan and Dennis, 2006).

Debido a sus capacidades de diferenciacion, han emergido como una prometedora
herramienta para aplicaciones terapéuticas en ingenieria de tejidos asi como terapia génica y
celular.

Desde el punto de vista funcional, las CEMs se caracterizan por tener actividad
inmunosupresora sobre células de la respuesta inmune, por lo cual son considerados como
supresores universales (Uccelli et al, 2007), ademas de su gran potencial multilinaje y

plasticidad, ellas también muestran propiedades inmunoregulatorias, que las hacen un
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blanco perfecto para su aplicaciéon clinica. Su uso clinico, presente y futuro, abarca
enfermedades del sistema nervioso, esquelético, cardiaco y hematopoyético, entre otros,
(Figura 7) (Flores-Figueroa, et al 2006). Debido a ello, actualmente son utilizadas en el
transplante alogénico de médula 6sea para evitar el rechazo de injerto contra huésped
(Ringden et al 2006; Le Blanc et al, 2006).
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Figura 7. Esquema representativo de los diferentes usos en la clinica de las células estromales

mesenquimales. Tomado de: (Flores-Figueroa, 2006)

Estas células residentes en la médula Osea, pueden ser separadas de células
hematopoyéticas por sus caracteristicas de adherencia y expansion en cultivos sin pérdida
de su potencial diferenciacién multilinaje. Fenotipicamente, las CEMs son identificadas por la
ausencia de los marcadores CD34 y CD45, y son positivas para Thy-1, CD90, CD105,
molécula-1 de adhesion de célula vascular (VCAM-1/CD106), SH2, SH3, CD44 y CD73. Las
CEMs expresan el complejo principal de histocompatibilidad (CPH) clase |, pero no expresan
CPH clase Il, moléculas B7-1, B7-2, CD40 y CD40L. Ademas estas células troncales
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secretan un numero de citocinas y moléculas regulatorias que juegan un papel importante en

la maduracion de células hematopoyéticas troncales (Selmani et al, 2007).

Estas células pueden ser encontradas en varios tejidos en especial en sitios llamados “stem
cell niches” las cuales sirven como reservorios de células troncales. Ellas permanecen
inertes y poseen la capacidad para auto-renovarse después de una lesion, enfermedad o
envejecimiento (Bobis et al, 2006).

Ademas, factores de crecimiento y citocinas tales como factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF), factor de crecimiento transformante- o factor-1 (TGF- 31) derivado de
célula estromal (SDF-1), tambien tienen papeles prominentes en carcinogénesis relacionadas

a células estromales y progresioén epitelial del tumor (Yen and Yen, 2008).

Recientemente se ha postulado que células estromales mesenquimales (CEMs) participan en
la generacién de linfocitos T reguladores en los tumores, debido a que éstas, ademas de ser
ubicuas en diferentes tejidos y soportar la hematopoyesis en la médula 6sea, se caracterizan
por tener actividad inmunosupresora de la respuesta inmune y por su capacidad de inducir,
reclutar y mantener la funcién reguladora de linfocitos T reguladores (Pittenger et al 1999;
Dominici et al 2006; Prevosto et al 2007; Di lanni et al 2008; Maccario et al 2005b; Ren et al
2008).

Se ha demostrado la interaccién y establecimiento de CEMs en tumores malignos
inicialmente en un modelo in vivo de ratones (Studeny et al, 2002), asi mismo, se mostro que
el co-transplante de CEMs (derivadas de médula ésea humana) con células de melanoma en
ratén, favorece el implante y crecimiento del tumor. (Djouad et al, 2003), Otro autor encontro
que cuando CEMs son mezcladas con células tumorales, se incrementa el potencial
metastatico de varias lineas celulares de cancer de mama (Karnoub et al, 2007). Estos
fendmenos se han atribuido a las caracteristicas inherentes de estas células estromales: a

sus propiedades inmunosupresoras y a su habilidad para migrar al sitio de la lesién.
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Planteamiento del problemay Justificacion

La infeccidn por virus de papiloma humano (VPH) de alto riesgo, es el factor etiologico mas
importante en el desarrollo de céancer cervical, predominando el tipo 16 (VPH 16) en
aproximadamente 50% de los casos (Dias et al, 2005).

Una vez que el genoma del VPH se integra en el de las células infectadas, las proteinas
oncogénicas E6 y E7 son importantes en la induccién y mantenimiento de la transformacion
celular y son sobre-expresadas en la mayoria de los canceres cervicales. Por lo tanto, estas
proteinas representan antigenos blanco, los cuales son presentados junto con moléculas
Clase | del CPH en la superficie de la célula infectada, para su reconocimiento y eliminacion
por linfocitos T citotoxicos (Torréns et al, 2008). No obstante varios factores intrinsecos,
inherentes a la expresion de genes que participan en el procesamiento y la presentacion de
antigenos por las moléculas Clase | del Complejo principal de histocompatibilidad (CPH-I) en
las células tumorales; o extrinsecos, confinados al microambiente tumoral de
inmunosupresion mediada por linfocitos T reguladores, células dendriticas plasmacitoides y
células estromales mesenquimales (CEMs) entre otras, pueden suprimir la respuesta
efectora de linfocitos T citotoxicos. En algunos estudios se ha reportado que CEMs derivadas
de médula ésea, favorecen el crecimiento y la metastasis tumoral en ratones inoculados
simultaneamente con CEMs y células Tumorales (Clark et al, 2008; Ramasamy et al, 2008;
Prevosto et al, 2007; y Di lanni et al, 2008).

Con base en evidencias recientes obtenidas por nuestro grupo de trabajo, hemos encontrado
gue células estromales mesenquimales (CEMSs), obtenidas a partir de tejidos tumorales de
cuello uterino, son capaces de disminuir la expresidon de moléculas del CPH-I de lineas
celulares derivadas de cancer cérvico-uterino a manera dosis dependiente, (Montesinos et al,
2010 Manuscrito en preparacion), pero no se conoce si las CEMs pueden promover que las

células tumorales evadan el reconocimiento inmune de linfocitos T citotoxicos.
Bajo esta premisa el presente estudio se realizd con la finalidad de analizar la influencia de

las CEMs, obtenidas de neoplasias cervicales (NIC y CaCu), en el reconocimiento inmune de

células tumorales mediado por linfocitos T citotéxicos CD8+. Para ello se utiliz6 un modelo in
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vitro xenogeénico, en el cual células tumorales de raton denominadas TC-1 (positivas a las
proteinas E6 y E7 de VPH-16) derivadas de la cepa C57BL/6 (haplotipo H2-DP), fueron co-
cultivadas con CEMs derivadas de neoplasias cervicales humanas, para evaluar la expresion
de moléculas H2-D® en membrana y el reconocimiento inmune mediado por linfocitos T
citotéxicos, inducidos en ratones C57BL/6 mediante la inmunizacién con el péptido antigénico
RAHYNIVTF de la proteina E7 de VPH-16.

Los resultados de este modelo de estudio nos permiten conocer la participacion de las CEMs
derivadas de neoplasias cervicales, en la evasion del reconocimiento inmune de células
tumorales a través de la disminucion de la expresién de moléculas del CPH-I, siendo un
evento muy importante en la respuesta inmune antitumoral, que debe tomarse en cuenta en

el desarrollo de protocolos de inmunoterapia hacia tumores.
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Objetivos
Objetivo general

Analizar la participacion de células estromales mesenquimales (CEMs) derivadas de
neoplasias malignas de cuello uterino (NIC y CaCu) sobre el reconocimiento inmune de

células tumorales.
Objetivos particulares

1. Analizar el efecto de CEMs obtenidas de médula 6sea, cérvix normal, y neoplasias
cervicales (NIC y CaCu), sobre la proliferacion de las células tumorales TC-1.

2. Evaluar el efecto de CEMs sobre la expresién de moléculas clase | del CPH (H2- D)
en las células tumorales TC-1.

3. Analizar in vitro el efecto de CEMs, sobre el reconocimiento inmune de células
tumorales TC-1.

4. Evaluar la produccién de citocinas Th1/Th2 por las células tumorales TC-1 bajo
condiciones de co-cultivo con CEMs.
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Hipotesis

Evidencias recientes reportan que las células estromales mesenquimales (CEMs), suprimen
la respuesta inmune y favorecen el implante, crecimiento y metastasis de tumores malignos,
tanto en modelos heter6logos como xenogénicos. Con base a resultados preliminares
obtenidos por nuestro grupo de investigacion, se ha encontrado que las CEMs disminuyen la
expresion de moléculas Clase | del CPH en la membrana de células tumorales. Por tanto, si
co-cultivamos CEMs humanas, derivadas de neoplasias malignas de cuello uterino (NIC y
CaCu), con células tumorales TC-1 de raton, entonces encontraremos disminucién tanto en
la expresion de moléculas CPH-I en las células tumorales como en el reconocimiento inmune

mediado por linfocitos T citotéxicos.
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Materiales y Métodos

Muestras biologicas

Las muestras bioldgicas consistieron de células tumorales TC-1 derivadas de un carcinoma
de pulmon de ratén C57BL/6, las cuales expresan de manera permanente los genes E6 y E7
de VPH-16 junto con el gen Ras (Lin et al, 1996). Estas células fueron cultivadas con medio
de cultivo RPMI de GibcoBRL (Life Technologies, USA) suplementado con suero fetal de
bovino GibcoBRL (Life Technologies, USA) al 10%. También se emplearon 4 estirpes de
células estromales mesenquimales (humanas), las cuales fueron previamente obtenidas de
Médula Osea Normal (CEM-MON), Cérvix Normal (CEM-CNOR), Neoplasia Intraepitelial
Cervical grado Il (CEM-NIC) y de un tumor de Cancer Cérvico-Uterino |IB (CEM-CaCu).
Estas estirpes celulares fueron establecidas en colaboracion con el Laboratorio de Células
Troncales Mesenquimales a cargo del Dr. Juan José Montesinos Montesinos, en la Unidad

de Investigacion Médica en Enfermedades Oncoldgicas, Hospital de Oncologia, CMN SXXI.

Todas las estirpes de CEMs utilizadas en este proyecto fueron caracterizadas bajo los
criterios minimos establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular, para definir a
las Células estromales mesenquimales (Dominici et al, 2006) y que consisten en: ser
adherentes en condiciones estandar de cultivo; expresar los marcadores CD105, CD73 y
CD90 y carecer de los marcadores de superficie CD45, CD34, CD14/CD11b, CD79a/CD19 y
HLA-DR en la membrana celular; y finalmente tener la capacidad de diferenciarse a
osteoblastos, adipocitos y condroblastos. Las CEMs fueron cultivadas con medio de cultivo
consistente en DMEM bajo en glucosa GibcoBRL (Life Technologies, USA) suplementado
con suero fetal de bovino GibcoBRL (Life Technologies, USA) al 15%. Las células fueron
cultivadas en condiciones de esterilidad y mantenidas bajo condiciones reguladas en una

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

Finalmente, también se contd con ratones de la cepa C57BL/6 como fuente de linfocitos T
citotoxicos antigeno especificos, después de ser inmunizados de acuerdo con el siguiente
esquema: los ratones fueron inmunizados durante 3 ocasiones, via cavidad intraperitoneal,
con 100 ug del péptido RAHYNIVTF de la proteina E7 de HPV-16. En la primera
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inmunizacion los péptidos aplicados fueron disueltos en Solucion Amortiguadora de Fosfatos
(PBS) y emulsionados con Adyuvante Completo de Freund (Sigma, USA) en proporcion 1:1;
y en las dos posteriores inmunizaciones se utilizaron 100 ug de péptido emulsionado con
Adyuvante Incompleto de Freund (Sigma, USA) en proporcién 1:1. El espacio entre cada

inmunizacion fue de 10-12 dias.
Co-cultivos de CEMs con TC-1.

Para analizar el efecto de las CEMSs sobre la proliferacion y expresion de moléculas H2-DP en
las células tumorales TC-1, se realizaron co-cultivos de forma directa de las células
estromales mesenquimales (CEMs) derivadas de Médula Osea Normal (CEM-MON), Cérvix
Normal (CEM-CNOR), Neoplasia Intraepitelial Cervical (CEM-NIC) y Cancer Cérvico-Uterino
(CEM-CaCu) con las células tumorales TC-1, en diferentes proporciones de TC-1:CEMs
(1:1, 1:5, 1:10 y 1:100). Para la expresién basal de moléculas H2-D°, las células TC-1 se
cultivaron de manera independiente. Los co-cultivos se mantuvieron con 60% de medio de
cultivo RPMI de GibcoBRL (Life Technologies, USA) y 40% de medio de cultivo consistente
en DMEM de GibcoBRL (Life Technologies, USA) suplementado con suero fetal de bovino
(SFB) GibcoBRL (Life Technologies, USA) al 15%, en condiciones de esterilidad y
mantenidas bajo condiciones reguladas en una incubadora (Forma Scientific) durante 4 dias
(96 horas) a 37 °C con 5% de COx.

Proliferaciéon celular.

Para medir la proliferacion de las células tumorales TC-1 bajo las condiciones de co-cultivo,
estas células fueron marcadas previamente con 2uM de Carboxyfluorescein-succinimidyl-
ester (CFSE, Sigma) en PBS (1x10° células/ml) durante 15 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se procedié a lavar las células con PBS para eliminar el exceso de CFSE vy

se procedié a contarlas para realizar los co-cultivos con las diferentes estirpes de CEMs.

Al término de 4 dias de co-cultivo, se analizaron los niveles de CFSE en las células TC-1 a

través de citometria de flujo. El tiempo inicial (To) de marcaje con CFSE se determiné en el
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momento de la cosecha al marcar células TC-1 durante 15 minutos y determinar los niveles
iniciales de la incorporacion de CFSE. La respuesta proliferativa total (T1) de TC-1 se
determind sobre las células marcadas y cultivadas en ausencia de cualquier tipo de CEMs.

Los resultados fueron analizados en el programa WinMDI 2.8 Software.
Citometria de Flujo para la determinacién de moléculas clase | del CPH (H2-DP).

Las células obtenidas después de los co-cultivos de 4 dias, por remocion con tripsina 0.05%
en EDTA, fueron colocadas en placas con 96 pozos fondo U e incubadas con 100ul del
anticuerpo monoclonal anti-H2-D® (derivado del sobrenadante del hibridoma (281485 ATCC,
USA), durante 30 minutos en incubacion sobre hielo (<5°C). Después de este tiempo, las
células fueron lavadas con PBS-SFB al 3% durante dos ocasiones, para eliminar el exceso
del anticuerpo. Finalmente las células fueron incubadas con un anticuerpo secundario (FITC-
Goat anti-mouse IgG Zymed Laboratories Invitrogen immunodetection, USA) (dilucion 1:100)
por 30 minutos a 4°C. Por ultimo las células se colocaron en tubos de plastico con 200 ul de
solucién PBS-SFB y con 200ul de paraformaldehido al 4% para fijar las células y realizar su
analisis en un citometro de flujo (FACScalibur Becton Dickinson, USA). La lectura basal de la
expresion de moléculas Clase | del CPH se realizé en células TC-1 incubadas de manera
independiente v tefiidas con el anticuerpo anti H2-D®. El citémetro fue calibrado con células
tefidas con anticuerpo secundario cabra anti raton marcado con FITC (Zymed, USA) y las
lecturas reportadas como la Intensidad Media de Fluorescencia, de 10 000 eventos fueron

analizados mediante el programa WinMDI 2.8 Software.

Determinacion del reconocimiento inmune de células tumorales TC-1 por linfocitos T

citotéxicos.

Diez dias después de la 32 inmunizacion, con el péptido RAHYNIVTF de la proteina E7 de
VPH-16, los ratones fueron sacrificados para obtener los bazos y aislar los linfocitos con
ayuda de un cedazo. Los eritrocitos del tejido fueron lisados con buffer ACK (0.15 M NH4CI,
10 mM KHCO3, 0.1 mM Naz;EDTA) y los linfocitos se mantuvieron durante 15 dias en cultivo
con medio Iscove’'s Modified Dulbeco médium (GIBCO) + 10% de SFB (HyClone),
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suplementado con aminoacidos no escenciales (Gibco USA), B-mercaptoetanol 5 pM
(Gibco), piruvato de sodio 50 uM (Gibco) y L-glutamina 2 mM (Sigma) en presencia de
20ng/mL de interleucina-2 recombinante de ratéon (rmlL-2, R&D, USA) y 10ug/mL del péptido
RAHYNIVTF. A los dias 2 y 5 de cultivo se adicionaron 2 ml de medio fresco con rmIL-2 a la
misma concentracion. Después de dos rondas de estimulacién, bajo estas condiciones, los
linfocitos estimulados se utilizaron para realizar ensayos de citotoxicidad sobre las células
TC-1 (células blanco) obtenidas de los co-cultivos con las CEMs de las diferentes fuentes
(médula 6sea normal, cérvix normal, NIC y CaCu). Las células blanco fueron marcadas con
una solucién salina de *'Cr (50uCi) (Dupont, USA) durante 2 horas a 37°C. Después de lavar
las células durante 4 ocasiones con medio RPMI-1640 para eliminar el exceso de *1Cr, éstas
fueron incubadas con diferentes proporciones de linfocitos T CD8" pre-estimulados (1:25,
1:50 y 1:100) y después de 4 horas de co-cultivo, se colectaron 100 yl del sobrenadante

(libre de células) y se analiz6 la liberacion de *'Cr.

La liberacion total de °'Cr en las células blanco se determind mediante la lisis con tritén al
5%, mientras que la liberacion espontanea se determind a partir del sobrenadante de las
células blanco bajo condiciones normales de cultivo. El porcentaje de lisis se calculd de

acuerdo a la siguiente férmula:

%citotoxicidad = 100x [(liberacién experimental - liberacion espontanea)/(liberacion total —

liberacién espontanea)].
Andlisis de citocinas Th1/Th2

Después de 4 dias de co-cultivo de TC-1:CEMs en placas de 24 pozos de fondo U, se
colectd el medio de cultivo sobrenadante para cuantificar las citocinas Th1 (IL-2, IFN-y y
TNF-a) y Th2 (IL-4 e IL-5) generadas en dichos co-cultivos mediante citometria de flujo
utilizando el protocolo anexo al paquete para determinaciéon de citocinas [Kit Mouse Th1/Th2
Cytokine (BD™ Cytometric Bead Array (CBA), USA)]. La deteccidon de estas citocinas se
basa en esferas con dos tipos de fluorescencia: la primera con anticuerpos especificos para

cada tipo de citocina; y la segunda se basa en la intensidad del fluorocromo PE (por sus
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siglas en inglés streptavidin- phycoerytryn) la cual, con base en la diferencia en la intensidad
de fluorescencia, nos permite calcular la cantidad de citocina unida a las perlas que contiene
anticuerpos anti-citocina (la intensidad de fluorescencia es proporcional a la cantidad de

citocinas unidas a las perlas de deteccion).

De acuerdo al protocolo primero se reconstituyo el estandar de citocinas Th1/Th2 de ratén en
disolvente de ensayo, y se realizaron diluciones seriales, usando el mismo disolvente.
Posteriormente se mezclaron 10 pl de cada tipo de esferas especificas para las citocinas,
antes de colocarlas a las diluciones estandar o a las muestras de suero problema (50 ul de
esferas/tubo). Enseguida se adicion6 el reactivo PE de deteccion (50 pl/muestra) y se
incubaron los tubos por 2 horas a temperatura ambiente, protegiéndolos de la luz. Posterior a
la incubacion se lavaron las muestras con 1 ml de buffer de lavado y se centrifugaron, se
desecho el sobrenadante y se resuspendié el boton de cada tubo de ensayo con 300 ul de
buffer de lavado y se analizaron las muestras, agitando 3 o 5 segundos cada muestra antes

de colocarla en el citdmetro de flujo (FACScalibur BD Biosciences, USA).
Para determinar la concentracion de cada una de las citocinas analizadas, a cada muestra se

le determind el promedio de 2 500 eventos, el cual fue interpolado en la correspondiente

curva patréon de acuerdo con inserto del Kit para citocinas Th1/Th2 (CBA).
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Resultados

Células estromales mesenquimales de tejido cervical normal y tumoral incrementan la
proliferacion de células tumorales TC-1.

Las células estromales mesenquimales (CEMs) son una poblacion de células madre no
hematopoyéticas localizadas alrededor de la vasculatura y trabércula de la médula ésea. No
obstante también se encuentran distribuidas en practicamente todos los tejidos (Friedenstein
et al, 1974). Las CEMs también se caracterizan por su capacidad de migrar a una variedad
de dérganos vy tejidos, de hecho, su presencia se ve incrementada en sitios de inflamacion,
heridas y ciertas patologias, debido a su propiedad de reparacion y remodelacion de tejidos
(Chapel et al, 2003). Recientemente se ha reportado que las CEMs participan de manera
importante en el microambiente tumoral, favoreciendo el implante, crecimiento y metastasis
de células tumorales in vivo (Djouad et al, 2003; Karnoub et al, 2007). Ademas, es
ampliamente conocida su capacidad inmunosupresora sobre células de la respuesta inmune,
al suprimir la respuesta de linfocitos T, linfocitos B, células asesinas naturales y generar
células dendriticas tolerogénicas inmaduras, e induccion de linfocitos T reguladores (Uccelli
et al, 2007; Rasmusson et al, 2003; Prevosto et al, 2007 y Di lanni et al, 2008). Sin embargo,
se desconoce si las CEMs participan en el escape inmunoldgico de las células tumorales
hacia el reconocimiento inmune mediado por linfocitos T citotdxicos. Por tanto, en el presente
estudio establecimos un modelo in vitro, para analizar si las CEMs provenientes de diferentes
fuentes: Médula Osea Normal (CEM-MON), Cérvix Normal (CEM-CNOR), Neoplasia
Intraepitelial Cervical (CEM-NIC) y Cancer Cérvico-Uterino (CEM-CaCu), influyen en el

reconocimiento inmune de células tumorales.

Las estirpes de CEMs utilizadas en este estudio, como se mencion6 en materiales y
métodos, fueron previamente caracterizadas de acuerdo a los criterios minimos establecidos
por la Sociedad Internacional de Terapia Celular, que consisten en ser adherentes, tener los
marcadores CD105, CD73 y CD90 y carecer de los marcadores de superficie CD45, CD34,
CD14/CD11p, CD790/CD19 y HLA-DR en la membrana celular, asimismo, por su capacidad
de diferenciarse a osteoblastos, adipocitos y condroblastos (Montesinos et al, 2010,

manuscrito en preparacion). Las células tumorales consistieron de la linea celular TC-1
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derivadas de un carcinoma de pulmén de raton C57BL/6, las cuales expresan de manera
permanente los genes E6 y E7 de VPH-16 junto con el gen Ras (Lin et al, 1996).

Para analizar si las diferentes estirpes de CEMs influyen en la proliferaciéon de las células
tumorales, se realizaron co-cultivos de CEMs con células TC-1 en diferentes proporciones
(1:1, 1:5, 1:10, 1:100). Para ello las células TC-1 fueron previamente marcadas con
Carboxyfluorescein-succinimidyl-ester (CFSE) y después de 4 dias de co-cultivo con las
CEMS, se determind la proliferacion celular mediante citometria de flujo. La proliferacion
celular se observd a través de la disminucion del marcaje celular (fluorescencia) como
consecuencia de la division celular. En la (figura 8.1 A), se aprecia el marcaje inicial en
tiempo cero (T0O) de las células tumorales TC-1 cultivadas de manera independiente, después
de cuatro dias de cultivo, el marcaje celular disminuy6é notablemente (T1), sin embargo,
cuando las células TC-1 fueron co-cultivadas con CEM-CNOR (T1cn), se observé una mayor
disminucién en el marcaje celular respecto al mostrado por las células TC-1 cultivadas de
manera independiente, esta disminucion fue mayor a medida que se incrementd la
proporcion de CEM-CNOR, siendo mas notable a partir de la proporcion 1:10 TC-1:CEM-
CNOR (Figura 8.1 B-E). En el caso particular de los co-cultivos de TC-1 con CEM-NIC y
CEM-CaCu, se observdé mayor proliferacion de las células TC-1 s6lo cuando fueron co-
cultivadas en proporcion 1:1 con las CEMs (Figuras 8.2 y 8.3). Finalmente en los co-cultivos
de CEM-MON con las células TC-1, no se observé un efecto apreciable sobre la proliferacion

de las células TC-1 en ninguna de las proporciones celulares realizadas (Figura 8.4).
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Figura 8.1. CEM-CNOR incrementa la proliferacion de las células tumorales TC-1. Células tumorales TC-1
fueron marcadas con CFSE 2uM durante 15 minutos. El marcaje celular fue determinado mediante un citémetro
de flujo al inicio de cultivo (TO) y después de cuatro dias de cultivo en ausencia (T1) o en presencia de

diferentes proporciones de CEM-CNOR (T1c¢cn), 1:1, 1:5, 1:10, y 1:100 TC-1:CEM-CNOR. IMF-CFSE, intensidad
media de fluorescencia de las células marcadas con CFSE.
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Figura 8-2. CEM-NIC incrementa la proliferacion de las células tumorales TC-1. Células tumorales TC-1 fueron
marcadas con CFSE 2uM durante 15 minutos. El marcaje celular fue determinado mediante un citémetro de
flujo al inicio de cultivo (TO) y después de cuatro dias de cultivo en ausencia (T1) o en presencia de diferentes
proporciones de CEM-NIC (T1nic): 1:1, 1:5, 1:10, y 1:100 TC-1:CEM-NIC. IMF-CFSE, intensidad media de
fluorescencia de las células marcadas con CFSE.
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Figura 8-3. CEM-CaCu incrementa la proliferacion de las células tumorales TC-1. Células tumorales TC-1
fueron marcadas con CFSE 2uM durante 15 minutos. El marcaje celular fue determinado mediante un citometro
de flujo al inicio de cultivo (TO) y después de cuatro dias de cultivo en ausencia (T1) o en presencia de
diferentes proporciones de CEM-CaCu (T1cacu): 1:1, 1:5, 1:10, y 1:100 TC-1:CEM-CaCu. IMF-CFSE,
intensidad media de fluorescencia de las células marcadas con CFSE.
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Figura 8-4. CEM-MON no afecta la proliferacién de las células tumorales TC-1. Células tumorales TC-1 fueron
marcadas con CFSE 2uM durante 15 minutos. El marcaje celular fue determinado mediante un citémetro de
flujo al inicio de cultivo (TO) y después de cuatro dias de cultivo en ausencia (T1) o en presencia de diferentes
proporciones de CEM-MON (T1mon): 1:1, 1:5, 1:10, y 1:100 TC-1:CEM-MON. IMF-CFSE, intensidad media de
fluorescencia de las células marcadas con CFSE.
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Células estromales mesenquimales inducen disminucion en la expresion de moléculas
clase | del CPH (H2- D®) en células tumorales TC-1.

En estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion, hemos observado que
CEMs heterélogas humanas derivadas de tejidos cervicales normales y de tumores
cervicales, disminuyen la expresion de moléculas Clase | del CPH de lineas celulares de
cancer cérvico-uterino. Con la finalidad de evaluar si en el modelo de cultivo xenogénico, los
diferentes tipos de CEMs obtenidas de tejidos humanos, afectan la expresién de moléculas
H2-D° en las células tumorales TC-1 de ratén, se realizaron co-cultivos de CEMs con células
TC-1 en diferentes proporciones (1:1, 1:5, 1:10, 1:100) y después de 4 dias se analizo la
expresion de moléculas clase | del CPH (H2- D) en las células TC-1. En cada uno de los
diferentes ensayos, se determind la expresion basal de moléculas H2-D° en las células
tumorales TC-1 (D), asi como el obtenido mediante la tincién con el anticuerpo secundario

marcado con FITC (2°), utilizado como isotipo control (Figuras 9.1A-9.4A).

La expresion de las moléculas H2-DP en las células TC-1 co-cultivadas con las diferentes
estirpes de CEMs, disminuy6 paulatinamente a medida que se incremento la proporcion de
CEMs (Figuras 9.1-9.4). De manera interesante, se encontré una importante disminucion de
la expresion de moléculas H2-DP cuando las células TC-1 fueron co-cultivadas con las CEMs
en proporcion 1:1 (Figura 9.5). Cuando las células TC-1 fueron co-cultivadas con CEM-
CNOR, éstas disminuyeron su expresion en 31% (Figura 9.1); con CEM-NIC en 64% (Figura
9.2); con CEM-CaCu disminuyeron 51%(Figura 9.3); y con CEM-MON 49% (Figura 9.4). Por
otro lado, las diferentes estirpes de CEMs utilizadas en este estudio, no mostraron expresion
de moléculas H2-D° en la membrana celular y la tincién con el anticuerpo anti-H2-D°, fue
muy similar a la obtenida con el anticuerpo secundario utilizado como isotipo control (Figuras
9.1F-9.4F).
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Figura 9.1. CEM-CNOR participan en la expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
clase | (H2-Db) en la membrana de la linea celular tumoral TC-1, cultivadas solas (A) o en presencia de
diferentes proporciones de CEM-CNOR (B-E). La expresion de H2-D° también fue determinada en las células
CEM-CNOR (F).
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Figura 9.2. CEM-NIC participan en la expresién de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase
I (H2-Db) en la membrana de la linea celular tumoral TC-1, cultivada sola (A) o en presencia de diferentes
proporciones de CEM-NIC (B-E). La expresion de H2-DP también fue determinada en las células CEM-NIC (F).
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Figura 9.3. CEM-CaCu participan en la expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
clase | (H2-Db) en la membrana de la linea celular tumoral TC-1, cultivada sola (A) o en presencia de diferentes
proporciones de CEM-CaCu (B-E). La expresion de H2-D° también fue determinada en las células CEM-CaCu

(F)-
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del complejo principal de histocompatibilidad clase | (H2-Db) en la

membrana de la linea celular tumoral TC-1, cultivada sola (A) o en presencia de diferentes proporciones de
CEM-MON (B-E). La expresion de H2-Db también fue determinada en las células CEM-MON (F).
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Figura 9.5 CEMs inhiben la expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase | (H2-Db)
en la linea celular tumoral TC-1. Células tumorales TC-1 fueron co-cultivadas con CEMs obtenidas de tejido
cervical normal (CEM-CNOR), neoplasia intraepitelial (NIC), cancer cérvico-uterino (CEM-CaCu) y de médula
6sea normal (CEM-MON) en diferentes proporciones.

Células estromales mesenquimales participan en la disminucion del reconocimiento
inmune de células tumorales TC-1 por linfocitos T citotdxicos.

Tomando en consideracion que las CEMs inducen la disminucion de la expresion de
moléculas H2-D° en la membrana celular de las células tumorales TC-1, se procedid a
evaluar si ésta disminucion afectaba el reconocimiento inmune de las células tumorales TC-
1. Para ello, se generaron Linfocitos T Citotéxicos (LTC) especificos al péptido antigénico
RAHYNIVTF de la proteina E7 de VPH-16, mediante la inmunizacion de ratones C57BL/6

con este péptido.

El efecto citotoxico de LTC obtenidos del bazo de los ratones inmunizados fue evaluado
sobre células TC-1 co-cultivadas en proporcion 1:1 con las diferentes estirpes de CEMs. La
actividad citotdxica, evaluada mediante ensayos de liberacién de *'Cr, fue comparada en

cada caso, con la obtenida sobre células TC-1 cultivadas en ausencia de CEMs (Figura 10).
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Como se puede apreciar, la maxima actividad citotoxica de LTC fue observada sobre la linea
celular TC-1 cultivada en ausencia de CEMs, observandose una actividad de 15.9%, 9.5% y
4.1% en las proporciones 1:100,1:150 y 1:25 de células blanco:efectoras respectivamente
(Figura 10A-D). De manera interesante, cuando las células TC-1 fueron previamente co-
cultivadas durante 4 dias con las diferentes estirpes celulares de CEMs, el reconocimiento
inmune de LTC determinado indirectamente por la actividad citotoxica de los LTC, disminuyd
de manera muy importante. La actividad citotoxica sobre células TC-1 co-cultivadas con
CEM-CNOR, disminuy6 a 6.6%, 5.5% y 4.6% en las proporciones 1:100. 1:50 y 1:25 de
células blanco:efectoras respectivamente (Figura 10A); en el caso de TC-1 co-cultivadas con
CEM-NIC, ésta disminuy6 drasticamente a 1.9%, 1.8% y 0.7% respectivamente (Figura 10B);
en células TC-1 co-cultivadas con CEM-CaCu, la disminucion fue de 11.5%, 4.6% y 1.4%
respectivamente (Figura 10C); mientras que en el caso de TC-1 co-cultivada con CEM-MON,
la disminucién observada fue de 9%, 1.9% y 0.8% respectivamente. Cabe mencionar que la
actividad citotoxica de los LTC sobre las diferentes estirpes de CEMs fueron bajas: en el
caso de CEM-CNOR, CEM-NIC y CEM-CaCu éstas mostraron una actividad de 8%, 6.7% y
5.3% respectivamente, en proporcion 1:100 células blanco: efectoras; mientras que en el
caso de CEM-MON la actividad citotdéxica fue muy baja, encontrandose valores de 0%
(Figura 10A-D).

De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos concluir que las diferentes estirpes de
CEMs, ejercen en mayor o menor medida, una disminucion en la expresién de moléculas
clase | del CPH en las células tumorales, lo cual afecta de manera directamente en el

reconocimiento inmune mediado por linfocitos T citotdxicos antigeno especificos.
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Figura 10. CEMs participan en la disminucion del reconocimiento inmune de células tumorales TC-1 por
linfocitos T citotoxicos. Células tumorales TC-1 fueron cultivadas solas o en presencia de células estromales
mesenquimales de Cérvix Normal (CEM-CNOR), Neoplasia Intraepitelial Cervical (CEM-NIC), de Cancer
Cérvico-Uterino (CEM-CaCu) y de Médula Osea Normal (CEM-MON) durante 4 dias. Las células TC-1 (blanco),
obtenidas de los cultivos fueron retadas contra linfocitos T citotéxicos (células efectoras) obtenidos de ratones
C57BL/6 inmunizados con el péptido antigénico RAHYNIVTF de la proteina E7 de VPH-16. La actividad
citotéxica de los linfocitos fue determinada en ensayos de liberacion de 51Cr en co-cultivos de 4hrs de varias
proporciones de células blanco:efectoras, los resultados se muestran como % de actividad citotéxica.
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Analisis de citocinas en los co-cultivos de CEMs con células TC-1.

Por otra parte, se ha reportado que las CEMs secretan una gran cantidad de factores con
actividad inmunosupresora, tales como Factor de Crecimiento Transformante- 31(TGF-31),
Interleucina (IL-4), IL-5 y Factor de Crecimiento de Hepatocitos (HGF) entre otros (Locatelli et
al, 2007; Selmani et al., 2008; Rasmusson et al., 2006), los cuales son capaces de alterar el
perfil de secrecidon de varios componentes celulares de la respuesta inmune para inducir un
fenotipo antiinflamatorio o tolerante, con un incremento en la secrecion de Interleucina-10 (IL-
10) e IL-4 y un decremento en la produccion del Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-a) e
Interferon-y (IFN-y) (Djouad et al., 2007). Por tanto, con la finalidad de saber si la presencia
de CEMs en los co-cultivos con células tumorales TC-1 inducian la produccién de citocinas
activadoras de la respuesta inmune celular Th1 (IL-2, TNF-o, IFN-y) o supresoras de la
misma Th2 (IL-4, IL-5), se llevd a cabo un analisis de estos factores en el sobrenadante de

los co-cultivos celulares en las diferentes proporciones de células TC-1:CEMs estudiadas.

Como puede observarse en la figura 11.1, los niveles de deteccion de IL-2 en los co-cultivos
de células TC-1 con las diferentes estirpes de CEMs y en las diferentes proporciones
celulares, fueron muy similares a los detectados en el medio de cultivo solo (3pg/mL) y en

los sobrenadantes de las células TC-1 y CEMs cultivadas de manera independiente.

Por otra parte, TNF-a no fue detectado en el medio de cultivo ni en los diferentes tipos de
CEMSs, mientras que las células TC-1 solas produjeron 1.32 pg/ml; no obstante cuando éstas
fueron co-cultivadas con las diferentes estirpes de CEMs se encontraron ligeros incrementos
de esta citocina en los cultivos celulares. Por ejemplo en los co-cultivos 1:1 TC-1:CEMs la
citocina se detectd en el co-cultivo de TC-1:CEM-NIC (4.82 pg/ml); en la proporcién 1:5 se
encontr6 en TC-1:CEM-NIC (4.37 pg/ml), TC-1:CEM-CaCu (2.13pg/ml), TC-1:CEM-CNOR
(1.59 pg/ml), TC-1:CEM-MON (1.40 pg/ml); en la proporcién 1:10, la mayor produccion de
TNF-a se encontré6 en TC-1:CEM-CaCu (7.14 pg/ml), TC-1:CEM-NIC (4.55 pg/ml), TC-
1:CEM-CNOR (3.51 pg/ml), TC-1:CEM-MON (1.59 pg/ml); y en la proporciéon 1:100 sélo se
detectd en los co-cultivos de TC-1:CEM-CNOR (6.84 pg(ml) y TC-1:CEM-MON (2.14 pg/ml)
(Figura 11.2).
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La secreciéon de IFN-y, en el medio de cultivo fue de 1.76 pg/ml, mientras que en el
sobrenadante de las células TC-1 solas produjeron (2.35 pg/ml), en las diferentes estirpes de
CEMs los niveles de esta citocina estuvieron por debajo de los niveles encontrados en el
medio solo, sin embargo solo fue detectado en CEM-NIC (2.71 pg/ml). De igual manera que
en TNF-a, cuando fueron co-cultivadas con CEMs en algunos casos se encontraron ligeros
incrementos de IFN-y en los cultivos celulares. Por ejemplo en los co-cultivos 1:1 TC-1:CEMs
la citocina se detecto en el co-cultivo de TC-1:CEM-CaCu (3.41 pg/ml), TC-1:CEM-NIC (2.91
pg/ml); en la proporcién 1:5, se encontron en TC-1:CEM-NIC (3.16 pg/ml), TC-1:CEM-CNOR
(2.84 pg/ml), TC-1:CEM-CaCu (2.81pg/ml); en la proporcién 1:10, se encontré en TC-1:CEM-
CaCu (2.73 pg/ml), TC-1:CEM-NIC (3.43 pg/ml); y en la proporcidon 1:100 sélo se detectd en
los co-cultivos de TC-1:CEM-CNOR (3.58 pg(ml) (Figura 11.3).

En el caso de IL-4, la deteccion de esta citocina en el medio de cultivo fue de 2.72 pg/ml, al
igual que en IFN-y en los cultivos de las diferentes estirpes de CEMsy TC-1 asi como en
los co-cultivos de TC-1:CEMs, en la mayoria de los casos los niveles de esta citocina
estuvieron por debajo de los niveles encontrados en el medio solo (Figura 11.4), de igual

manera indicando que esta citocina no fue producida en los cultivos celulares.

Finalmente, en lo que respecta a la IL-5, ésta fue detectada en una concentracion de 1.23
pg/ml en el medio de cultivo, mientras que en el sobrenadante de las células TC-1 en 1.89
pg/ml, y solo en las estirpes de CEMs, CEM-NIC (3.46pg/ml) y CEM-CaCu (2.40 pg/ml),
fueron detectadas. En la proporcion 1:1 de TC-1:CEM-CaCu (3.53 pg/ml) y TC-1:CEM-NIC
(2.36 pg/ml); en la proporcién 1:5 de TC-1:CEM-CNOR (4.05 pg/ml), TC-1:CEM-CaCu (2.94
pg/ml) y TC-1:CEM-NIC (2.70 pg/ml); en la proporcién 1:10 TC-1:CEM-NIC (4.31 pg/ml), TC-
1:CEM-CaCu (2.74 pg/ml) y TC-1:CEM-CNOR (1.95 pg/ml); y en la proporcién 1:100, TC-
1:CEM-CaCu (5.23 pg/ml), TC-1:CEM-CNOR (4.64 pg/ml) (Figura 11.5).

Los resultados obtenidos muestran que las células TC-1 en presencia de CEMs son
inducidas a secretar bajos niveles de citocinas como TNF-o e IL-5, en algunos casos de
manera dependiente a la proporcion de CEMs, las cuales pueden tener un efecto importante
en la expresiéon de moléculas clase | de CPH en estas células tumorales y por tanto en el

reconocimiento inmune mediado por linfocitos T citotoxicos.
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Figura 11.1. CEMs no inducen la produccién de IL-2 en las células tumorales TC-1. Células tumorales TC-1
fueron cultivadas solas o en presencia de diferentes proporciones de células estromales mesenquimales de
Cérvix Normal (CEM-CNOR), Neoplasia Intraepitelial Cervical (CEM-NIC), de Cancer Cérvico-Uterino (CEM-
CaCu) y de Médula Osea Normal (CEM-MON) durante 4 dias. Los niveles de IL-2 fueron detectados en el
sobrenadante de los cultivos celulares por citometria de flujo.
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Figura 11.2. CEMs inducen la produccion de TNF-a en las células tumorales TC-1. Células tumorales TC-1
fueron cultivadas solas o en presencia de diferentes proporciones de células estromales mesenquimales de
Cérvix Normal (CEM-CNOR), Neoplasia Intraepitelial Cervical (CEM-NIC), de Cancer Cérvico-Uterino (CEM-
CaCu) y de Médula Osea Normal (CEM-MON) durante 4 dias. Los niveles de TNF-o fueron detectados en el
sobrenadante de los cultivos celulares por citometria de flujo.
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Figura 11.3. CEMs inducen la produccion de IFN-y en las células tumorales TC-1. Células tumorales TC-1
fueron cultivadas solas o en presencia de diferentes proporciones de células estromales mesenquimales de
Cérvix Normal (CEM-CNOR), Neoplasia Intraepitelial Cervical (CEM-NIC), de Cancer Cérvico-Uterino (CEM-
CaCu) y de Médula Osea Normal (CEM-MON) durante 4 dias. Los niveles de IFN-y fueron detectados en el
sobrenadante de los cultivos celulares por citometria de flujo.
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Figura 11.4. CEMs no inducen la produccién de IL-4 en las células tumorales TC-1. Células tumorales TC-1
fueron cultivadas solas o en presencia de diferentes proporciones de células estromales mesenquimales de
Cérvix Normal (CEM-CNOR), Neoplasia Intraepitelial Cervical (CEM-NIC), de Cancer Cérvico-Uterino (CEM-
CaCu) y de Médula Osea Normal (CEM-MON) durante 4 dias. Los niveles de IL-4 fueron detectados en el
sobrenadante de los cultivos celulares por citometria de flujo.

45



Vianey Gutierrez Serrano

IL-5 E

O medio
ETC-1
OCEM-CNOR
OCEM-NIC
B CEM-CaCu
O CEM-MON
]:Ii B TC-1:CEM-CNOR
OTC-1:CEM-NIC
1a1 1ab 1a10 1a100 B TC-1:CEM-CaCu

PROPORCION TC-1:CEMSs B TC-1:CEM-MON

pg/ml
o =~ N W b 0 O
—1

Figura 11.5. CEMs inducen la produccién de IL-5 en las células tumorales TC-1. Células tumorales TC-1 fueron
cultivadas solas o en presencia de diferentes proporciones de células estromales mesenquimales de Cérvix
Normal (CEM-CNOR), Neoplasia Intraepitelial Cervical (CEM-NIC), de Cancer Cérvico-Uterino (CEM-CaCu) y
de Médula Osea Normal (CEM-MON) durante 4 dias. Los niveles de IL-5 fueron detectados en el sobrenadante
de los cultivos celulares por citometria de flujo.
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Discusion y analisis de resultados

Las células tumorales y células infectadas por virus pueden evadir el reconocimiento
inmunoldgico a través de varios escenarios generales, dentro de los cuales destacan: 1) la
pérdida o baja regulaciéon de moléculas Clase | del Complejo Principal de Histocompatibilidad
(CPHe-I), criticas en el reconocimiento y activacion de linfocitos T; 2) la expresion aberrante e
interacciones que adversamente afectan la sobrevivencia de linfocitos o sus funciones
efectoras; 3) la adquisicién de alteraciones genéticas y epigenéticas que incrementan su
resistencia apoptética; y 4) factores confinados al microambiente tumoral de
inmunosupresion (linfocitos T reguladores, células dendriticas tolerogénicas y células
estromales mesenquimales (CEMs) inmunosupresoras), que pueden suprimir la respuesta
efectora de linfocitos T citotdéxicos (Ramasamy et al, 2008; Prevosto et al, 2007; y Di lanni et
al, 2008). En el caso particular de las CEMs, éstas células corresponden a una poblacién de
células madre no hematopoyéticas localizadas esencialmente alrededor de la vasculatura y
trabércula de la médula 6sea, aunque también se encuentran en muchos otros tejidos vy
debido a su gran capacidad de migrar, su presencia se ve incrementada en sitios de
inflamacion, heridas y ciertas patologias como el cancer (Chapel et al, 2003). El papel de
CEMs en el microambiente tumoral aun es incierto, sin embargo, algunos estudios con
modelos tumorales singénicos, alogénicos y xenogénicos, han mostrado que las CEMs
alogénicas y xenogénicas injertan de manera independiente al Complejo principal de
histocompatibilidad del huésped, favoreciendo el implante y crecimiento tumoral (Yen and
Yen, 2008; Karnoub et al, 2007; Djouad et al, 2003), en consecuencia, es posible que
también puedan influir en la evasidén de las células tumorales al reconocimiento inmune.
Tomando en consideracion esta premisa, el presente trabajo se realizé con la finalidad de
analizar si CEMs derivadas de neoplasias intraepiteliales cervicales (CEM-NIC), de cancer
cérvico-uterino (CEM-CaCu), de tejido cervical normal (CEM-CNOR) y de otra fuente como la
médula ésea (CEM-MON), influyen en la proliferacion y reconocimiento inmune de células
tumorales. Para ello, se utiliz6 un modelo in vitro, en el cual células tumorales de ratén,
denominadas TC-1 (positivas a la expresion de las proteinas E6 y E7 de VPH-16) derivadas
de la cepa de raton C57BL/6 (haplotipo H2-D®), fueron co-cultivadas con las diferentes

CEMs, en diferentes proporciones, para evaluar la proliferacion celular, la expresion de
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moléculas H2-D® en membrana y el reconocimiento inmune mediado por linfocitos T
citotoxicos, inducidos en ratones C57BL/6 mediante la inmunizacion con el péptido antigénico
RAHYNIVTF de la proteina E7 de VPH-16. De acuerdo a los resultados obtenidos, este
modelo in vitro, nos permitié revelar los siguientes hallazgos: 1) las CEMs derivadas de
tejido cervical neoplasico y normal, indujeron una mayor proliferacion de las células
tumorales TC-1, esencialmente cuando fueron co-cultivadas en la mayor proporcion (1:1) con
las células tumorales; 2) la expresidn de las moléculas H2-D® en las células TC-1, disminuyo
de manera dosis dependiente con la cantidad de CEMs colocadas en los co-cultivos; 3) el
reconocimiento inmune de las células tumorales TC-1 por los linfocitos T citotoxicos (LTC),
disminuyé de manera muy importante, después de ser co-cultivadas con las diferentes
CEMs; finalmente, 4) en los co-cultivos de células tumorales TC-1 con las CEMs, se lograron
detectar citocinas como IFN-y, TNF-a e IL-5, las cuales pueden modular la expresion de
moléculas CPH-I en las células tumorales.

El papel de las CEMs en el crecimiento de células tumorales, ha sido reportado en varios
modelos experimentales xenogénicos al inocular lineas de células tumorales humanas en
ratones y los resultados han sido diversos. Por ejemplo, en un modelo xenogénico co-
inyectando 4 tipos distintos de células de cancer de mama con CEMs de medula dsea
humanas en ratones, se pudo observar, en por lo menos uno de los 4 grupos co-inyectados,
una cinética de crecimiento mas acelerada gracias a la presencia de CEMs (Karnaub et al,
2007). Mas recientemente se ha visto que al inocular CEMs por via sistémica, estas células
muestran un potente efecto antiproliferativo sobre células de Sarcoma de Kaposi; dicho
efecto es conservado a pesar de que se inoculen al mismo tiempo o después de establecido
el tumor (Khakoo et al, 2006). Otros estudios adicionales, han mostrado un crecimiento in
vivo de las lineas celulares K6 (derivada de CEMs anormales) y SW480 (de un cancer de
colon) cuando fueron trasplantadas con CEMs normales (Zhu et al, 2006; Kidd et al, 2008).
Asimismo, se ha demostrado que células estromales derivadas de médula 6sea tienen la
capacidad de iniciar cancer gastrico, al ser reclutadas en el sitio de inflamacién crénica
inducida por infeccién por helicobacter pilori en el estbmago (Houghton et al, 2004; Kidd et al,
2008). En otro reporte, CEMs derivadas de tejido adiposo, fueron implicadas en el
incremento de la proliferacién y sobrevivencia de células tumorales (Yu et al, 2008; Kidd et al,

2008). En el caso particular de nuestro estudio, las células tumorales TC-1, co-cultivadas con

48



Vianey Gutierrez Serrano

las diferentes CEMs, a excepcion de CEM-MON, indujeron mayor proliferacion de las células
tumorales TC-1, en la proporcion 1:1 CEM:TC-1, comparada con las células tumorales
cultivadas de manera independiente, coadyuvando entonces, a favorecer la proliferacion de
las células tumorales, muy probablemente debida a factores solubles y al soporte estructural,
de manera similar a cuando estas células son administradas in vivo al formar redes
estromales en el sitio tumoral (Spaeth et al, 2009; Nakamizo et al, 2005; De Palma et al,
2003; Kidd et al, 2008).

Por otra parte, en el sistema de cultivo, logramos detectar, en los sobrenadantes, algunas
citocinas Th-1 (IFN-y, TNF-a e IL-2) y Th-2 (IL-4 e IL-5) en bajos niveles (3-7pg/mL), las
cuales pudieran modular la presentacién antigénica por células presentadoras de antigeno y
el reconocimiento inmune de células tumorales. Por ejemplo IFN-y ha sido reportado como
una citocina que intensifica la caracteristica supresora de CEMs, debido a que induce la
expresion de moléculas inhibitorias B7-H1 y B7-H2 en la membrana celular, asi como a la
produccion de indoleamina-2, 3 deshidrogenasa (IDO), que son factores importantes en la
inmunosupresion de ceélulas T junto con TNF-a, (Sheng et al; 2008; Ryan et al, 2007). Sin
embargo, puesto que varios estudios han mostrado que IFN-y es un inductor importante de la
presentacion de antigenos al inducir la expresion de moléculas CPH-I y CPH-II en las células
blanco (Romieu-Mourez et al, 2007), es probable que otros factores producidos por las
mismas CEMs puedan inhibir la expresion de estas moléculas en las células tumorales, por
ejemplo TGF-B, el cual se ha descrito como un inhibidor importante de la presentacion
antigénica por células dendriticas y mesenquimales , al disminuir la expresién de moléculas
CPH-I (Strobl et al 1999; Delvig et al, 2002; Francois et al, 2010). En nuestro estudio
observamos que todas las estirpes de CEMs utilizadas, indujeron una disminucién importante
de la expresion de moléculas H2-D® en las células tumorales TC-1, de manera dependiente
de la cantidad de CEMs colocadas en los co-cultivos.

Por otro lado, tomando en consideracién que las CEMs inducen disminucion de la expresion
de moléculas H2-D en las células tumorales TC-1, se procedid a evaluar si la presencia de
las CEMs en los co-cultivos afectaba el reconocimiento inmune de las células tumorales. De
acuerdo con nuestros resultados, las células tumorales TC-1, después de ser co-cultivadas
con las diferentes estirpes de CEMs, redujeron considerablemente el reconocimiento inmune

mediado por linfocitos T citotoxicos. Estos resultados fortalecen la premisa de que, las CEMs
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ademas de suprimir la respuesta inmune celular mediante la inhibicién de la proliferacion y
activacion de linfocitos T CD4+ y CD8+, asi como de su capacidad citotéxica como ha sido
previamente reportado (Di Nicola et al, 2002; Krampera et al, 2003; Feng y Chen 2009;
Glennie et al., 2005; Rasmusson et al, 2003), ademas contribuyen de manera importante en
la evasién del reconocimiento inmune por las células blanco, al disminuir la expresién de
moléculas del CPH-l,como lo reportamos en este trabajo.

En el caso particular de infecciones producidas por VPH, las células T CD8+, juegan un
papel importante en la limpieza satisfactoria de células infectadas por virus y/o células
tumorales (Delgado et al, 2008; Wang, et al, 2008). Sin embargo, la disminucion de la
expresion de moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad Clase |, causada por
la presencia de CEMs en el sitio de infeccion o de la lesion tumoral, podria contribuir a la

evasion de la respuesta inmune y por tanto en el desarrollo del tumor.
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Conclusiones

La linea celular tumoral TC-1 (positivas a las proteinas E6 y E7 de VPH-16) derivadas de la
cepa C57BL/6 (haplotipo H2-DP), en co-cultivo con Células estromales mesenquimales
(CEMSs) derivadas de Cérvix Normal (CEM-CNor), de Neoplasia Cervical Intraepitelial (CEM-
NIC), y de Cancer Cérvico Uterino (CEM-CaCu) a excepcion de Médula Osea Normal(CEM-
MON), de humano, nos permiti6 observar que su presencia en diferentes proporciones
incrementa ligeramente la proliferacion de las células TC-1, ademas de que contribuyen de
manera importante, al disminuir la expresion de moléculas del CPH-I (H2-D") en la
membrana de TC-1, asi como en la expresion de citocinas del perfil Th1/Th2 y por tanto que
participan en la evasion del reconocimiento inmune de dicha linea celular por linfocitos T
CD8+.

51



Vianey Gutierrez Serrano

Perspectivas

De acuerdo a nuestros resultados, se encontré que las CEMs derivadas de tejidos cervicales
(normales y de tumores) humanos, al co-cultivarse in vitro con células tumorales TC-1 de
origen murino, favorecen su proliferacion e inducen disminucion de la expresion de
moléculas clase | del complejo principal de histocompatibilidad (H2-D°) en la membrana de
las mismas. Este fendmeno puede repercutir de manera importante en el crecimiento
tumoral in vivo y en la evasion de la respuesta inmune antitumoral. Por lo que resulta
relevante, evaluar el papel de las CEMs en el crecimiento tumoral en un modelo in vivo, ya
sea de manera experimental en animales, o mediante analisis retrospectivo de su presencia
en tumores durante la evolucion de la enfermedad. Asimismo, sera de gran interés evaluar in
vivo, la participacion de las CEMs en la respuesta inmune antitumoral mediada por linfocitos
T citotéxicos especificos. Por lo que, el entendimiento de los mecanismos celulares y
moleculares de las CEMs en el desarrollo tumoral y su repercusion en la respuesta inmune
del huésped, sera de gran importancia para establecer nuevas estrategias

inmunoterapéuticas contra el tumor.
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ABREVIATURAS DE USO FRECUENTE
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VPH... Virus de Papiloma Humano

CEMS. i Células estromales mesenquimales

CaACU. . Céncer Cérvico Uterino

CPH. .o Complejo principal de histocompatibilidad
CPH- L. Complejo principal de histocompatibilidad- Clase I
N Interleucina

IEN -y e Interferén gamma

TNF Ol Factor de Necrosis Tumoral alfa

CNOR...c e Cérvix Normal

NIC .t Neoplasia Intraepitelial Cervical

IMON .. Médula Osea Normal
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