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RESUMEN.

El cancer cérvico-uterino (CaCu) es un problema de salud publica en la poblacién mexicana. Esta
enfermedad se asocia con la infeccion por el virus del papiloma humano (HPV), principalmente el
HPV-16. El fracaso de la respuesta inmune en pacientes con CaCu se ha asociado con la
persistencia de la infeccion por HPV-16, y por la induccion de células T reguladoras (Treg)
CD4"CD25"e"FoxP3" durante el desarrollo del tumor. Sin embargo, hasta ahora los mecanismos de
su induccion son desconocidos. Por otra parte se sabe que las células estromales mesenquimales
(CEM) se caracterizan por tener actividad supresora sobre la activacion y proliferacion de linfocitos
T y por su capacidad de inducir linfocitos T reguladores (Treg). En consecuencia, su presencia en
tejidos tumorales puede ser importante para suprimir la respuesta inmune contra el tumor. En este
estudio se postula que las CEM derivadas neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) y CaCu
pueden tener la capacidad de inducir células Treg con fenotipo CD4'CD25"¢"FoxP3'CD45RO".
Para probar esta hipotesis, se establecieron co-cultivos de células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) de una donante sana y de una paciente con CaCu, con diferentes estirpes de
CEM en la presencia o ausencia de péptidos antigénicos (15-25 aminodcidos) derivados de las
proteinas E6 y E7 del HPV-16. Después de cuatro dias de cultivo, se observdo que las CEM
derivadas de las neoplasias cervicales, indujeron células Treg con fenotipo CD4 " CD25"€"FoxP3" y
CD4'CD25"€"FoxP3'CD45R0O", con frecuencias de 0.10 a 0.94% y de 0.03 a 0.61%
respectivamente, respecto al total de CMSP. Mientras que CEM provenientes de cervix normal
indujeron frecuencias de 0.19 a 0.76% y de 0.07 a 0.19% respectivamente. En todos los casos, la
induccion de células Treg CD4'CD25"®FoxP3'CD45RO" fue asociada fuertemente con la
presencia de péptidos E6 y E7 de HPV-16 en los cultivos celulares. Por otra parte, la adicion de
anti-CD3/CD28, increment6 fuertemente la induccion de Treg pero de manera independiente de la
presencia de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16. Por ultimo, la capacidad
inmunosupresora de las células Treg inducidas en estos cultivos celulares (CMSP-iTreg) se realizo
en ensayos de inhibicion de la proliferacion de CMSP, la inhibicion observada correlacion6 con las
frecuencias de Treg detectadas en los cultivos celulares. Estos resultados sugieren que las CEM
derivadas de neoplasias cervicales y la presencia de los péptidos antigénicos de E6 y de E7 de

HPV-16 pueden desempeiar un papel importante en la induccion de células Treg.
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ABSTRACT.

Cervical cancer (CC) is a public health problem in the mexican population. This disease is
associated with human papilloma virus (HPV) infection, mainly HPV-16. The failure of the
immune response in patients with CC has been associated, among other factors, to the
persistentice of HPV-16 infection as well as with increasing amounts of T regulatory cells
(Treg) CD4"CD25"¢"FoxP3" during malignance development. However, until now the
mechanisms of their induction are unknown. On the other hand, it has been recently reported
that mesenchymal stromal cells (MSC) are characterized by their immunosuppressive effects
on T cells through the production of immunosuppressive factors as well as in the induction of
regulatory T cell (Treg). In consequence, their presence in tumor tissues may be important to
suppress the immune response against the tumor. In this study we postulated that MCS derived
from cervical intraepithelial neoplasia (CIN) and CC may have the capability to induce
CD4"CD25"&"FoxP3"CD45RO" Treg cells. To test this hypothesis, we established co-cultures
of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from healthy donors and patients with CC with
different strains of MSC in the presence or absence of antigenic peptides (15-25mers) derived

from HPV-16 E6 and E7 proteins.

After four days of culture, we observed that MSC derived from cervical neoplasias (CIN and
CC) were capable to induce CD4'CD25"€"FoxP3" and CD4"CD25"¢"FoxP3"CD45RO" Treg
with frequencies from 0.10 to 0.94% and from 0.03 to 0.61% respectively of the total of
PBMC. While, MSC derived from normal cervix induced frequencies from 0.19 to 0.76% and
from 0.07 to 0.19% respectively. In all cases the induction of CD4"CD25"¢"FoxP3"CD45RO"
Treg was strongly associated with the presence of HPV-16 E6 and E7 antigenic peptides into
the cell cultures. On the other hand, the addition of anti-CD3/CD28 antibodies to the cell
cultures strongly increased the frequency of Treg and this induction was independent of the
presence of HPV-16 E6 and E7 antigenic peptides. Finally, the suppressive capability of the
Treg induced in these cell cultures (PBMC-iTreg) was performed in inhibitory PBMC
proliferation assays and it was correlated with the frequencies of the Treg found in the cell
cultures. These results suggest that tumor derived MSC and the presence of HPV-16 E6 and E7

antigens may play and important role in the induction of Treg.
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INTRODUCCION.

Cancer cérvico-uterino (CaCu).

El cancer cérvico-uterino (CaCu) es un problema importante de salud publica, pues en el
mundo es la segunda causa de muerte debida a padecimientos oncoldgicos en mujeres, con
unas 300,000 muertes al afio, siendo la mayor tasa de incidencia entre la poblacion femenina de
los paises en via de desarrollo (Parkin et al., 1999). En México, representa la segunda causa de
muerte por tumores malignos, con un 13.9% del total, representando mas de 4,000 muertes por

afio (INEGI, 2008).

Actualmente, es el primer cancer reconocido por la Organizacion Mundial de la Salud que es
atribuible a la infeccion por el virus del papiloma humano (HPV) (Bosch & Munoz, 2002), ya
que mas del 99% de los tumores de CaCu presentan algun tipo de HPV y la infeccion por este
virus es una de las enfermedades de transmisiéon sexual mds comin en las personas
sexualmente activas (Bosch et al., 2002; Walboomers et al., 1997; Walboomers et al., 1999).
No obstante, la mayoria de estas infecciones son transitorias y no son clinicamente evidentes,
debido a que entre el 70-90% de las mujeres infectadas resuelven la infeccion entre 12 y 30
meses (Evander et al., 1995; Ho et al., 1998); sin embargo se estima que 5- 8% de las mujeres

que padecen infeccion persistente desarrollan CaCu (Torroella et al., 1998).

Virus del papiloma humano (HPV).

El HPV tiene una estructura icosahédrica de 72 capsdmeros (60 hexameros y 12 pentadmeros)
con un didmetro de aproximadamente 55 nm que contiene el genoma viral, compuesto de DNA
circular de doble cadena de aproximadamente 8,000 pares de bases de longitud (Figura 1)

(Hebner & Laimins, 2006).



Figura 1. Virus de papiloma humano. Se muestra la estructura icosahédrica de 72 capsomeros. (Tomado de:
http://www.cervicalcancerinfo.co.uk/images/hpv_virus.jpg)

El genoma del HPV se divide en tres regiones: la region de control grande (large control
region, LCR) que no contiene marco de lectura alguno; la region que corresponde a las
proteinas tempranas (early region, E1 a E7) y la region que corresponde a las proteinas tardias

(late region, L1 y L2) (Figura 2 y Tabla 1) (McMurray, et al., 2001).

o

f 8000/0 \-\

g 7000 mnn"

s Poli-A (tardios) S
S- 6000 \/ P H 2000 s

H 5000 3000
h g PullA(tempranns) \j
~ oS

Figura 2. Genoma del HPV. Se muestra la region de control grande (LCR), la region de transcripcion temprana
(ER) que contiene los genes E1, E2, E4, ES, E6 y E7; y la region de transcripcion tardia (LR) que tiene los genes
L1y L2, las cuales constituyen la capside (Tomado de: Muiioz et al. 2006).



Tabla 1. Funciones de los productos génicos del HPV. (Tomado de Zur, 2000; Huibregtse et al., 1991; Munger
et al., 1992; DiMaio et al., 1994; Chen et al., 1995; Syrjanen & Syrjénen, 1999).
Funciones
Replicacion del DNA viral y mantenimiento
episomal.
Transcripcion viral, replicacion y
transformacion.
) _ E4 Modifica el citoesqueleto para permitir la
Proteinas virales liberacion del virus.
tempranas Proteina transformante: inhibicion de la
E5 degradacion del receptor del factor de
crecimiento epidermal (EGFR).
Proteina transformante: inactiva la proteina p53
e inhibe la apoptosis.
Proteina transformante: interfiere con las
proteinas supresoras del retinoblastoma (Rb).
Proteinas virales L1vL2 Proteinas principales de la capside, L1
tardias Y constituye el 90% y L2 el 10%.

El

E2

E6

E7

El virus del papiloma humano tiene afinidad por las células epiteliales por lo que puede infectar
la piel, el tracto ano genital, boca, laringe y esofago (Tewari, et al., 2000), hasta ahora, por lo
menos se han identificado 100 tipos (Zur, 2008) y los tipos de HPV’s genitales son clasificados

seguin su potencial para inducir malignidad en:

% Alto riesgo: 16, 18, 31, 33, 36, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59.
% Probable alto riesgo: 26, 53, 66, 68, 73, 82.
% Bajo riesgo: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 (Barzon et al., 2008).

El tipo 16 es el que se presenta con mayor frecuencia en el cancer de células escamosas,
seguido por el tipo 18, asociado preferentemente al adenocarcinoma (Cuzick et al., 1996). Se
estima que los tipos de alto riesgo se encuentran en cerca del 94% de los casos de cancer
cervical y inicamente el tipo 16 se encuentra en la mitad de ellos (Bosch et al., 1995). Mientras

que en el 40% de las infecciones presentan varios tipos virales (Chaturvedi et al., 2011).

La infeccion por el HPV aparentemente se produce de manera sencilla y relativamente pronto
tras el contacto con células infectadas de la mucosa genital. La probabilidad acumulada de
adquirir una infeccion cervical por el HPV es muy alta en individuos sexualmente activos

(Ponten & Guo, 1998).



El ciclo del HPV se inicia cuando las particulas infecciosas alcanzan la capa basal del epitelio
cervical. Se sugiere que para mantener la infeccion, el virus tiene que infectar a mas de una

célula germinal del epitelio (Muifioz et al., 2006).

El ciclo de replicacion dentro del epitelio puede dividirse en dos partes. Inicialmente, el
genoma viral se encuentra en forma episomal, manteniendo un nimero bajo de copias, pero aun
replicandose dentro de una célula competente infectada. Las proteinas virales E1 y E2 son
esenciales para esta replicacion (Douglas et al., 2006). Una vez que las células basales son
empujadas hacia los compartimentos suprabasales, pierden su capacidad para dividirse y en su
lugar inician el programa terminal de diferenciacion. E1 HPV se replica en este compartimiento,
y para su liberacion dentro del ambiente, toma ventaja de la desintegracion de las células
epiteliales debida a su recambio natural en las capas superficiales, las moléculas criticas en este

proceso de replicacion viral son las proteinas E6 y E7 (Mufioz et al., 2006).

Durante la fase de diferenciacion celular, la degradacion de p53 por la proteina E6 y la
abolicion de las funciones de pRB por la proteina E7 conducen a la reactivacion de la
maquinaria de sintesis de DNA (Burd, 2003; Kanda & Kukimoto 2006) (Figura 3). Después de
la propagacion viral las células del huésped usualmente mueren. En raras ocasiones, en algunas
de las células infectadas, los genes que corresponden a las proteinas de E6 y E7 son integrados
dentro del DNA celular y las células que expresan continuamente proteinas E6 y E7 son
inmortalizadas y algunas veces adquieren fenotipos malignos inducidos por los dafios

acumulados del DNA (Figura 3) (Kanda & Kukimoto, 2006).
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Figura 3. Arquitectura de las células epiteliales estratificadas del cérvix y expresion de las proteinas virales
despues de la infeccidn. Las células normales se dividen a lo largo de la membrana basal y maduran
verticalmente a través del epitelio. Después de que el HPV infecta estas células en la membrana basal, se expresan
las proteinas tempranas. Bajo la influencia de estas proteinas, las células que estan en division se expanden
verticalmente y la diferenciacion celular es retrasada e incompleta. Las proteinas virales se expresan
secuencialmente con la diferenciacion y los viriones se producen en las capas superiores del epitelio.
(Tomado de Lopez -Saavedra & Lizano-Soberon. 2006).

La evolucion a céncer invasor, a partir de la lesion inicial, puede durar hasta 20 afios y no todas
las mujeres que presentan las lesiones precursoras desarrollan la forma invasora de esta
enfermedad. La lenta evolucion de la enfermedad y la accesibilidad de las células del cérvix
para su estudio permiten tener tiempo y herramientas para detectar y erradicar la enfermedad, si

el diagndstico se hace oportunamente (Kiviat, 1996).

Uno de los avances mdas importantes en el tratamiento de la neoplasia de cérvix ha sido la
identificacion de las lesiones precursoras. La primera clasificacion se realizdé en 1930 y se
design6 con el término de displasia. De acuerdo a su gravedad se denominaba: leve, moderada
o severa y en 1968 se acufio el concepto de neoplasia cervical intraepitelial (NIC), con

diferentes grados: NIC I, NIC II, NIC III o carcinoma in situ (Hadzic et al., 1999) (Tabla 2).



Tabla 2. Sistema de clasificacion de las lesiones precursoras del cancer cérvico-uterino. (Modificado de:
Lacruz, 2003).

Grado de lesion Clasificacion
Infeccion por HPV
*NIC 1 Displasia leve
NIC I Displasia moderada
NIC III Displasia severa o carcinoma
In situ

*NIC: neoplasia cervical intraepitelial.

Las lesiones premalignas mas leves son las NIC I, que consisten en la presencia de células
anormales en la tercera parte inferior del epitelio, conservando su arquitectura normal las otras
dos terceras partes. El siguiente cambio en el espectro de la enfermedad, consiste en la
aparicion de células anormales en dos terceras partes del epitelio, presentando diferenciacion
persistente (pero anormal), estas lesiones entran dentro de los limites de la NIC II. A medida
que la enfermedad avanza, hay una pérdida progresiva de la diferenciacion que afecta a mas y
mas capas del epitelio, hasta que éste queda sustituido totalmente por células anormales, que no
muestran ninguna diferenciacién en su superficie. Esta lesion pertenece a las NIC III o el

llamado cancer in situ (Coppleson et al., 1993).

Cuando las células neoplasicas del epitelio cervical logran invadir el estroma hasta la
profundidad méaxima de 3 mm bajo la base del epitelio y no hay datos de invasion del espacio
vascular linfatico, se le llama cancer cérvico-uterino microinvasor y cuando la invasion excede
de 3 mm o hay invasion del espacio linfatico vascular, la lesién se considera como cancer

cérvico-uterino francamente invasor (Figura 4) (Depriest et al., 1990)
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Figura 4. Progresion desde una lesion cervical benigna hacia cancer cervical invasivo. NIC I, presencia de
células anormales en la tercera parte inferior del epitelio. NIC II, aparicion de células anormales en dos terceras
partes del epitelio. N IC III, el epitelio queda totalmente sustituido por células anormales (Coppleson et al., 1993).
Cuando las células neoplasicas invaden el estroma la lesion se considera cancer (Depriest et al., 1990).

Las células tumorales han desarrollado durante su generacion multiples mecanismos
inmunosupresores con el propdsito de evadir el reconocimiento inmune o desactivar los
mecanismos efectores de células T anti-tumorales. Dichos mecanismos incluyen alteraciones en
la presentacion antigénica, defectos en sefales intracelulares de células T, incremento de la
secrecion de factores inmunosupresores, activacion de vias de sefializacion inhibitorias en
células del sistema inmune y reclutamiento selectivo de poblaciones reguladoras. En conjunto
estos mecanismos se combinan en estados avanzados del cancer limitando la capacidad del

sistema inmune de contrarrestar el crecimiento del tumor (Rabinovich et al., 2007).



Sistema inmunolégico y cancer.

El sistema inmune de los mamiferos ha evolucionado para proteger al organismo de una gran
diversidad de agentes dafiinos, incluso los tumores. Sin embargo, los tumores malignos

presentan un desafio especial al sistema inmune (Qin, 2009).

El papel del sistema inmune en la oncogénesis se menciona por primera vez en el siglo XVIII,
debido a que algunos pacientes con cancer experimentaban regresiones de la enfermedad, luego
de haber presentado infecciones bacterianas (Starnes, 1992). Posteriormente, Burnet y Thomas
en 1957, describieron lo que se conoce como el principio de la “inmunovigilancia” que postula
que el sistema inmune monitorea todas las células del cuerpo, detectando antigenos anormales
provenientes de una célula o de un grupo de células que pudieran ser cancerosas, procurando

destruirlas y previniendo el crecimiento de tumores (Burnet, 1970).

Actualmente el término inmunovigilancia ha sido reemplazado por el de “inmunoedicion”, el
cual explica de mejor manera, lo que ocurre entre el sistema inmune del huésped y el tumor.

Esta interaccion se da en las tres fases de la inmunoedicion (Dunn et al., 2004).

Eliminacion. El sistema inmunologico del huésped puede prevenir un crecimiento tumoral,
trabajando en conjunto con la respuesta inmune innata y adaptativa sin que haya progresion a
las siguientes fases. Esto produce liberacion de citocinas proinflamatorias, las que reclutan
células del sistema inmune innato, como las células NK, NKT, linfocitos Tyd, macrofagos y
células dendriticas. Estas producen IFNy e IL-12 capaces de producir la muerte tumoral al
afectar la proliferacion, efecto anti-angiogénico y promover la apoptosis. Las células tumorales
muertas son endocitadas por las células dendriticas y migran a los ganglios linfaticos, en donde
presentan los antigenos asociados al tumor a las células T. De los ganglios linfaticos, los
linfocitos T CD4" y CD8" migran al tumor, identificando y eliminando a las células tumorales,
ademas de producir IFNy y otras citocinas que ayudan a la muerte tumoral (Shankaran V, et al.,

2001, Street, et al., 2004).

Equilibrio. Debido a la rapida tasa de reproduccion y mutacion que tienen las células

tumorales, se produce una seleccion de clonas resistentes al sistema inmune del huésped. Este


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=

estado se puede mantener durante muchos afios, en donde las células tumorales son eliminadas,

mientras las clonas resistentes permanecen (Burnet, 1970).

Escape. En la fase final de la inmunoedicion, en donde los tumores desactivan el
reconocimiento inmune permitiendo la progresion de la enfermedad, en donde se promueve la
angiogénesis y la invasion de tejidos, el escape constituye distintos eventos y procesos que
pueden incluir la pérdida de la maquinaria de presentacion de antigenos, expresion de
moléculas inhibitorias de apoptosis o anergia ¢ inducir células T reguladoras (Dunn, et al.,

2002, Dunn et al., 2004).

Regulacion del sistema inmune.

Durante la altima década, se ha confirmado la hipdtesis de que los tumores pueden alterar la
inmunidad antitumoral promoviendo la expansion, el reclutamiento y la activacion de distintas
poblaciones de linfocitos T reguladores (Treg) (Sakaguchi, 2004, Zou, 2005). Los linfocitos T
reguladores naturales (nTreg) expresan, desde su diferenciacion en timo, el patrén de expresion
CD4", CD25" y FoxP3 (forkhead box P3 transcription factor), fueron identificados por
Sakaguchi y colaboradores en el 2005 como un subtipo natural de linfocitos T CD4"
(aproximadamente 5-10% de los linfocitos T presentes en sangre periférica) que
constitutivamente expresan la molécula CD25 y que suprimen respuestas de linfocitos T
efectores (CD4" y CDS8") in vivo (Curiel et al., 2004, Horwitz et al., 2008). Otra subpoblacion
de linfocitos en sangre periférica, CD4'CD25  y que por accion de TGF-B e IL-2, pueden
llegar a expresar CD25 y FoxP3; se les conoce como Treg inducidos (iTreg) (Figura 5)

(Horwitz et al., 2008).

Los linfocitos Treg también se asocian con la expresion baja de CD127, (Seddiki et al., 2006)
De hecho, este marcador esta asociado con la adquisicion de la funcion reguladora (Hartigan-
O’Connor et al., 2007) y es inversa a la expresion de FoxP3 (Liu et al., 2006). A pesar de ello,
no se conoce aun el mecanismo molecular mediante el cual FoxP3 media la capacidad
supresora, pudiendo ser tanto por la inhibicion directa de la sefializacion a través del TCR o, de
forma indirecta, mediante la transcripcion de un factor que inhiba las sefiales inducidas por la

sefalizacion a través del TCR (Long & Word, 2007). La importancia de FoxP3 parece radicar



en su capacidad de amplificar y estabilizar la transcripcion de genes especificos de regulacion,
lo que mantiene la homeostasis de las células Treg, mas que iniciar la generacion de las mismas
(Gavin et la., 2007). De hecho, FoxP3 se restringe a la poblacion de células Treg en ratones,
pero no en humanos, donde se expresa no solo en células naive recién activadas sino también

en células T de memoria (Vukmanovic-Stejic et al., 2006).

Ademas de estas células Treg se han descrito otro tipo de células T CD4" reguladoras,
denominadas Trl (Figura 5). Estas células se generan en la periferia a partir de células
CD4'CD25 ™ naiive tras la estimulacion antigénica en condiciones de co-estimulacion limitante.
Entre los factores inductores estan la citocina IL-10 y las células dendriticas inmaduras.
Mientras que las células Treg CD4 CD25" actiian a través del contacto celular, las Tr1 lo hacen
a través de citocinas supresoras como IL-10 y TGF-f. Por otro lado, las células Trl no parecen
expresar FoxP3; no existen marcadores de superficie celular que las identifiquen, aunque se
distinguen de las células Th2 por el patron de citocinas que secretan (IL-2'%, IL-4, IL-5, IL-
10", TGF-B"). Ademas, mientras que las células nTreg migran a los ganglios linfaticos (por ello
expresan niveles elevados de CD62L), las células Trl migran hacia sitios de inflamacién. Las
células Trl suprimen las respuestas de células T naive y de memoria asi como la expresion de
moléculas coestimuladoras y la secrecion de citocinas proinflamatorias de las células
presentadoras de antigeno. La induccidén y activacion inicial de estas células es antigeno-
dependiente pero, una vez activadas, su capacidad supresora no es especifica de antigeno

(Roncarolo et al., 2006, Roncarolo & Battaglia, 2007).
Existe un segundo tipo de células T CD4" reguladoras inducidas que se denominan Th3 y

secretan TGF-B (Figura 5) (MacDonald, 1998). Al igual que con las células Trl, tampoco

existen marcadores fenotipicos que las identifiquen (Liu et al., 2007, Carrier et al., 2007).
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Figura 5. Esquema representativo de los principales tipos de células T reguladoras. (Modificado de: Jonuleit
& Schmitt 2003).

Se han propuesto diferentes mecanismos supresores en los que participan las células Treg que
han sido abordadas usando modelos in vitro e in vivo de raton. Los multiples mecanismos

incluyen el contacto célula-célula y factores solubles (Shevach 2002; Sakaguchi, 2005).
Supresion por citocinas.

La IL-10 es considerada como una de las moléculas clave que participan en la
inmunosupresion. Inicialmente se reportd que una estimulacion antigénica cronica in Vivo
podria resultar en la generacion de células T CD4" anérgicas que secretaban IL-10 (Buer et al.,

1998).

En los ultimos afios se desarrolld un modelo in vitro e in vivo en donde se observd que la
supresion puede estar mediada por citocinas como IL-10 y TGF-f3 que pueden interferir con la
activacion de las células. Se ha observado la participacion esencial de TGF-f en la supresion y
en la sefializacion del receptor de células T CD8" (Figura 6) (von Boehmer 2005). También se
ha descrito que la citocina inhibitoria llamada IL-35 que es expresada preferentemente por las

células Treg, es necesaria para su actividad inmunosupresora. Es importante destacar que in
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vitro es suficiente la expresion de IL-35 para que las células Treg supriman la proliferacion de
las células T (Collison et al., 2007). Atn queda mucho por definir sobre la actividad de IL-35 y
su contribuciodn a la funcion de las células Treg o si estd implicada en el funcionamiento y en el
desarrollos de otros tipos de células tales como los macrofagos y las células dendriticas (Figura

6) (Vignali et al., 2008).

Citolisis.

Las células T CD8" y las células NK utilizan perforinas y granzimas para eliminar células
infectadas y células tumorales. Se ha demostrado que las células Treg activadas de humanos
presentan granzima y pueden matar a las células T efectoras y a las células presentadoras de
antigeno a través de perforinas (Figura 6) (Grossman et al., 2004).

18

Interrupcion metabolica.

El receptor de IL-2 consiste en un complejo heterotrimérico compuesto por CD25 (cadena ),
CD122 (cadena B) y CD132 (cadena y). Las células Treg expresan este receptor heterotrimérico
que tiene 100 veces mayor afinidad por la IL-2 que la forma dimérica (compuesta por CD122 y
CD132). Por tanto, la competencia por la IL-2 entre las células Treg y las células T
convencionales es sugerido como un mecanismo supresor (Figura 6) (Shevach 2002; von

Boehmer 2005).

Recientemente se han propuesto dos nuevos mecanismos sobre la actividad de las células Treg:
la induccion de la liberacion intracelular y extracelular de nucledsidos de adenosina;
relacionados con la expresion de las ectoenzimas CD39 y CD73 que han demostrado generar
adenosina pericelular que suprime la funcion de las células T efectoras a través de la activacion
del receptor de adenosina 2A (Aa2R) (Figura 6) (Deaglio et al., 2007, Borsellino et al., 2007).
Por otro lado se ha sugerido que las células Treg suprimen la funcién efectora de las células T
directamente mediante la trasferencia de AMP ciclico (AMPc) que es un potente inhibidor

mediante las uniones célula-célula (Figura 6) (Bopp et al., 2007).
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Supresion por células dendriticas.

Las células Treg pueden modular la maduracion y la funcién de las células dendriticas que son
necesarias para la activacion de las células T efectoras. En este proceso se da la participacion
de la molécula antigeno-4 asociado al linfocito T citotdéxico (CTLA-4) que es expresada

constitutivamente por las Treg (Figura 6) (Read et al., 2000).

Se ha demostrado que las células Treg median la expresion de indolamina 2,2-dioxigenasa
(IDO) en la células dendriticas, el cual es un potente regulador de la molécula que induce
metabolitos pro-apoptdticos del catabolismo del triptofano, dando como resultado la supresion
de las células T efectoras a través de un mecanismo dependiente de las interacciones entre
CTLA-4 y CD80 y/o CD86 (Figura 6) (Mellor & Munn 2004; Fallarino et al., 2003; Mellor
2004).

En estudios recientes también se demostrd que el gen de activacion de linfocitos 3 (LAG3,
también conocido como CD223) puede bloquear la maduracion de las células dendriticas.
LAG3 es un homoélogo de CD4 que se une con muy alta afinidad a las moléculas MHC de clase
I, la expresion de esta molécula en los Treg tiene un efecto negativo sobre la funcion de las

células dendriticas (Figura 6) (Workman & Vignali 2004; Huang et al., 2004).
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Figura 6. Mecanismos basicos usados por las células Treg. a. Inhibicién por citocinas, IL-10, IL-35 y TGF-p.
b. Citolisis por mecanismos de muerte dependientes de granzima A, granzima B y perforina. ¢. Disrupcion
metabolica incluye el receptor de alta afinidad CD25 (cadena o para receptor de IL-2), apoptosis mediante
privacion de citosina. Inhibicion mediante el ciclo de AMP (cAMP) e inmunosupresion por generacion de
adenosina por CD39 y/o CD73 mediada por el receptor Aja. d. Inhibicion de células dendriticas (DC) incluye
mecanismos de modulacion de la maduracion y funcion de DC tales como la activacion del gen LAG3 que inhibe
la maduracion de las DCs, y citotoxicidad por el Antigeno-4 asociado al linfocito T citotoxico (CTLA-4) mediado
por CD80 y CD86 induciendo indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO) que es una molécula inmunosupresora
formulada por las DCs (Vignali et al., 2008).

Un estudio demostrd que las células Treg controlan el estimulo del linfocito T cooperador (Th)
antigeno-especifico en pacientes con cancer (Nishikawa et al., 2005). También se ha
encontrado la presencia de Treg en el microambiente tumoral de pacientes con cancer ovarico y
de mama (Liyanage et al., 2002, Curiel et al., 2004) y se relaciona la accion inmunosupresora
de estas células con la progresion tumoral y la resistencia a la quimioterapia, (Leong et al.,
2006, Okita et al., 2005); observandose su acumulacion en nodulos linfaticos no metastaticos
(Shevach, 2002) y una poblacion agrandada de Treg en sangre periférica de pacientes con

diferentes tipos de cancer (Woo et al., 2001, Ormandy et al., 2005, Hiraoka et al., 2006).

Las células Treg pueden estar involucradas en el fracaso del sistema inmune para controlar el

desarrollo de cancer inducido por el HPV. Visser et al., (2007) investigo la frecuencia, fenotipo
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y actividad de las células Treg en pacientes con NIC y con cancer cervical y mostraron
frecuencias celulares aumentadas de CD4'/CD25"¢" en sangre periférica, asi como baja
expresion de IFN-y y alta expresion de CTLA-4 y FoxP3. Las frecuencias aumentadas de las
células Treg en las pacientes con cancer cervical pueden suprimir la inmunidad HPV
especifica. Un afio después de la cirugia curativa o de la quimioradiacion el anélisis mostrd una
disminucion en las frecuencias de células T CD47/CD25"¢" Ademas, las células del tumor
cervical pueden producir grandes cantidades de TGF-3 (Sheu et al., 2001) y éste podria ser uno
de los mecanismos que produce un aumento en los niveles de Treg en pacientes con céancer.
Estos resultados implican que las células Treg puede suprimir la respuesta inmune hacia la

neoplasia cervical (Visser et al., 2007).

Recientemente se ha demostrado la existencia de células que tienen capacidad
inmunosupresora, €stas son las células estromales mesenquimales (CEM) y se ha probado su
capacidad supresora de la respuesta de linfocitos T activados por aloantigenos (Di Nicola et al.,
2002, Potian et al., 2003), por antigenos peptidicos (Krampera et al., 2003), por mitégenos (Le
Blanc & Pittenger, 2003) y por anticuerpos anti-CD3/CD28 (Krampera et al., 2003, Le Blanc &
Pittenger, 2003).

Células estromales mesenquimales (CEM).

Las propiedades bioldgicas de las células troncales como autorenovacion, plasticidad y
regeneracion tisular pueden ser utilizadas para su implementacion en medicina regenerativa. En
este grupo se destacan las células madre adultas, que pueden autorenovarse constantemente y
dar origen a células especializadas para reparar eventualmente tejidos lesionados (Korbling &
Estrov, 2003, Rodriguez, 2005). En la categoria de células madre adultas, se destacan las
células madre hematopoyéticas, que han sido objeto de una extensa investigacion ya que son
responsables de la regeneracion y mantenimiento de las células sanguineas que se ubican en
sangre periférica, médula 6sea, higado y timo (Szilvassy, 2003) y las células troncales
mesenquimales (CTM) o células estromales mesenquimales (CEM), las cuales brindan el
soporte necesario para regular la hematopoyesis a través de sefiales que inducen la

diferenciacion y proliferacion de las células troncales hematopoyéticas y su progenie por medio
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de interacciones directas célula a célula y la secrecion de factores de crecimiento (Kang et al.,

2006, Beyer & Da Silva 2006).

Las CTM fueron inicialmente caracterizadas entre las décadas de los afios 1960 y 1970 con los
trabajos realizados por Friedenstein, quien las aislo de médula 6sea y las describid6 como
células adherentes de morfologia fibroblastoide, capaces de diferenciarse hacia células de
origen mesodérmico hacia osteocitos, condrocitos y adipocitos (citado en Beyer & Da Silva

2006, Gregory et al., 2005).

Las CEM tienen la capacidad de dar origen a diversos tipos celulares, como fibroblastos
medulares o células reticulares, adipocitos, osteoblastos y condrocitos. Estudios realizados
tanto in vivo como in vitro han demostrado la plasticidad de estas células no hematopoyéticas
como miocitos, tenocitos y células nerviosas entre otras (Prockop, 1997, Bianco & Gehron,

2000).

La médula 6sea (MO) es la principal fuente de aislamiento de las CEM, aunque se han aislado
de tejido adiposo, pancreas, higado, musculo esquelético, dermis, membrana sinovial, hueso
trabecular (Wexler et al., 2003, Kern et al., 2006), sangre de cordon umbilical (Bieback et al.,
2004), tejido pulmonar (Sabatini et al., 2005), pulpa dental y ligamento periodontal (Shi et al.,
2005). No obstante, los tejidos mas empleados son la medula 6sea, la sangre de cordon

umbilical y el tejido adiposo (Kern et al., 2006, Wagner et al., 2005).

Las CEM expresan un gran nimero de moléculas de adhesion, proteinas de matriz extracelular
y receptores de citocinas, asociadas con su funcion e interacciones celulares dentro del estroma
de la MO (Devine & Hoffman, 2000). No hay un marcador antigénico exclusivo para las CEM
y de hecho, diferentes grupos de investigacion han establecido una variedad de combinaciones
de marcadores para su deteccion, debido a que se han observado transformaciones espontaneas

en cultivos a largo plazo respecto a su inmunofenotipo (Jackson et al., 2007).
Dado que los investigadores publican estudios de CEM usando diferentes métodos para su

obtencion y expansion, recientemente la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT, por

sus siglas en inglés), ha propuesto a la comunidad cientifica adoptar medidas estdndares para la
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identificacion de las CEM. Asi, la ISCT propone tres criterios: primero, las células deben ser
adherentes al plastico cuando son mantenidas en cultivo; segundo, deben ser positivas para los
antigenos CD105, CD73 y CD90, adicionalmente deben ser negativas para la expresion de los
antigenos hematopoyéticos tales como CD45, CD34, CD14, CDI11b, CD79, CD19 y HLA-DR;
y tercero, deben ser capaces de diferenciarse hacia adipocitos, osteoblastos y condroblastos

(Figura 7) (Dominici et al., 2006).

Adiposito Condrocito Osteoblasto

Figura 7. Potencial de diferenciacion de las células estromales mesenquimales, hacia adipocitos,
condrocitos y osteoblastos. (Tomado de: Fajardo-Orduna, 2008).

En los primeros estudios sobre las CEM se creia que eran capaces de generar unicamente
células de origen mesodérmico; sin embargo, recientemente esta idea ha cambiado ya que son
capaces de diferenciarse a una variedad de linajes celulares incluyendo osteoblastos,
condrocitos, adipocitos, fibroblastos, mioblastos, cardiomiocitos, hepatocitos, tenocitos,
epitelio, células de pulmon, intestino, rifién, bazo e incluso neuronas (Figura 8). (Bobis et al.,
2006; Baksh et al., 2004). Algunos cientificos proponen que la generacion de células de origen
diferente al mesodérmico es debido a un proceso de reprogramacion en la expresion de genes

denominado plasticidad celular (Sato et al., 2005; Bobis et al., 2006).
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Figura 8. Esquema representativo de la multipotencialidad de las CEM. Se presenta la capacidad de
diferenciacion hacia células de origen endodérmico: pulmoén, higado, intestino, rifion y bazo; mesodérmico:
musculo esquelético, musculo cardiaco, tendon, cartilago, hueso; y ectodérmico: sistema nervioso. (Tomado de
Fajardo-Orduiia, 2008)

Las propiedades inmunosupresoras de las CEM han sido documentadas con muchos estudios
que enfocan su utilidad en sus efectos en un trasplante (Brooke et al., 2007, Le Blanc &
Pittenger, 2005, Ringden et al., 2006), debido a que las células mesenquimales obtenidas de
médula 6sea de humanos, mandriles y ratones han demostrado disminuir la respuesta inmune
de los linfocitos en ensayos in vitro ¢ in vivo (Djouad et al., 2003, Bartholomew et al., 2002).
Se han encontrado varios mecanismos para explicar estos posibles efectos como son la
secrecion de factores antiinflamatorios, citocinas (Rasmusson, 2006), modulacion del
desarrollo celular (Aggarwal & Pittenger, 2005, Jiang et al., 2005), la supresion de linfocitos T
efectores (Potian et al., 2003, Rasmusson et al., 2003) y el aumento de células de T reguladoras
(Chang et al., 2006, Bernardo et al., 2007).

Recientemente se ha demostrado que las CEM aumentan la proporcion de células Treg CD4"

CD25"e" CD4" CTLA-4", y CD4" CD25" CTLA-4", en cultivo mixto de linfocitos (Maccario
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et al., 2005). Aggarwal y Pittenger (2005) también demostraron que existe un aumento en la
proporcion de células CD4" CD25° en presencia de IL-2 en co-cultivo de células

mononucleares de sangre periférica y CEM.

En otro estudio se demostré que las CEM reclutan Treg: a partir de células CD3"/CD45RA" y
CD3"/CD45RO" que se co-cultivaron con CEM se registrd un aumento en la expresion de
células CD4/CD25""FoxP3" y baja expresion de CD127. De esta manera se demostré que la
capacidad supresora de los Treg era mantenida mientras se estuvieran en cultivo con las células
mesenquimales, ya que en ausencia de ellas perdian esta capacidad después de 5 dias (Di lanni,

et al., 2008).

Por otro lado, durante el desarrollo de tumores se llegan a perder los contactos existentes entre
células, lo cual puede contribuir a aumentar las capacidades migratorias y de metastasis de
algunas células. Ademas de la expresion de citocinas como TGF-f pueden contribuir a la
interaccion de células estromales y células malignas en el microambiente tumoral (Turley et al.,
2008). En algunos estudios se ha demostrado que las CEM provenientes de médula dsea
contribuyen en el microambiente tumoral influenciando el crecimiento y la progresion del
tumor (Hung et al., 2005; Nakamizo et al., 2005; Nakamura et al., 2004). Existe evidencia
experimental de que las CEM migran hacia sitios de formacion del tumor y se incorporan
dentro del microambiente tumoral, se ha propuesto que las propiedades inmunosupresoras de
las CEM permiten la proliferacion de las células del tumor y la estimulacion de la formacion de

vasos sanguineos (Zhu et al., 2006).

Aunque la evidencia de que las CEM son participantes activas en el cancer es simplemente una
sugerencia con mas preguntas que respuestas, los informes de la presencia de CEM en tumores
es muy limitada y todavia se desconoce como éstas actuan reciprocamente con las diferentes
células cancerosas, debido a que las interacciones célula-célula son muy especificas para cada
tipo de cancer en particular (Jodele et al., 2006). Por ejemplo en el presente afio se aislaron e
identificaron exitosamente células estromales mesenquimales de tejido de céncer cérvico-
uterino. Los resultados de esta investigacion demostraron que las células aisladas tenian

morfologia fibroblastoide y crecian en colonias, su inmunofenotipo reveld6 que son positivas
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para CD13, CD29, CD44, CD105 y HLA-I y que ademas tienen la capacidad de diferenciarse a

osteocitos, adipocitos y a hepatocitos (Sun et al., 2010).

No obstante, todavia existen muchas dudas con respecto a la generacion del cancer y su
evolucion, asi como las interacciones presentes en el microambiente tumoral, pero las
investigaciones recientes podrian aportar nuevas ideas terapéuticas para la lucha contra esta

enfermedad letal (Yen & Yen, 2008).
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JUSTIFICACION.

El cancer cérvico-uterino es un problema importante de salud publica, ya que constituye una de
las principales causas de mortalidad en México. Debido a la asociacion de esta enfermedad con
el virus de papiloma humano (principalmente el HPV-16), se ha propuesto que las proteinas
derivadas de estos virus sean candidatas idoneas para utilizarse como antigenos para estimular
la respuesta inmune. Sin embargo, el uso de estas proteinas ha mostrado ser poco satisfactorio,
probablemente debido entre otras cosas a la induccién de los linfocitos T reguladores. La
deteccion de los linfocitos Treg especificos a péptidos antigénicos en tumores y nodulos
linfaticos de pacientes con CaCu avanzado ha sugerido que durante el desarrollo de la
enfermedad se generan estas células inmunosupresoras. Sin embargo, hasta el momento se
desconoce coémo es que se originan estas poblaciones celulares, si existen secuencias
especificas de las proteinas virales que favorecen su induccion y qué tipos celulares participan

en este proceso.

Por otra parte, se ha postulado que las células estromales mesenquimales (CEM) participan en
la generacion de linfocitos Treg, debido a que se caracterizan por tener actividad
inmunosupresora de la respuesta inmune y ademas por su capacidad de inducir, reclutar,

regular y mantener la funcion reguladora de los linfocitos T en condiciones de cultivo.

Al conocer las caracteristicas biologicas de las CEM provenientes de lesiones cervicales, tales
como su alto potencial en generar inmunosupresion al inducir poblaciones de linfocitos Treg,
ayudard en las estrategias inmunoterapéuticas en la regulacion de la respuesta inmune contra

este tipo de tumores.
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HIPOTESIS.

Se sabe que durante el desarrollo del cancer cérvico-uterino, se acentda la falla de la respuesta
inmune especifica hacia las células infectadas por virus y hacia las células tumorales, con la
concomitante generacion de linfocitos Treg que inmunosuprimen dicha respuesta. Por otro
lado, es conocido que las células estromales mesenquimales ejercen una funcion reguladora de
la respuesta inmune, ya sea al suprimir la proliferacion de linfocitos T efectores (CD4+ y
CD8+) o induciendo, regulando y reclutando poblaciones de linfocitos Treg. En consecuencia,
se espera que en cultivos de linfocitos T de sangre periférica de pacientes con CaCu, con
péptidos antigénicos derivados de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 y en presencia de CEM

derivadas de lesiones cervicales, se generen linfocitos Treg con capacidad inmunosupresora.
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OBJETIVO GENERAL.

Analizar la capacidad de las células estromales mesenquimales obtenidas de pacientes con

neoplasias cervicales (NIC-CaCu) para inducir linfocitos T reguladores.

OBJETIVOS PARTICULARES.

% Obtener estirpes de células estromales mesenquimales de donadoras sanas HPV™ y de

pacientes con neoplasias intraepiteliales NIC y con CaCu.

# Determinar la capacidad de las CEM para inducir linfocitos Treg en presencia y ausencia

de péptidos antigénicos derivados de las proteinas E6 y E7 de HPV-16.

% Analizar la actividad supresora de los linfocitos Treg inducidos por CEM derivadas de

neoplasias cervicales (NIC-CaCu).
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MATERIALES Y METODOS.

Muestras biologicas.

Las muestras bioldgicas consistieron en biopsias cervicales de dos mujeres con neoplasias
intraepiteliales (NIC), dos con céncer cérvico-uterino (CaCu) y dos con cérvix sano, asi como
muestra de sangre periférica de dos pacientes con CaCu y de dos donadoras sanas tomadas bajo
consentimiento informado en el Departamento de Ginecologia del Hospital General de Zona
No. 2-A Troncoso y en el Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI (Tabla
3), (Ver anexo 1).

Las biopsias se tomaron mediante colposcopia y fueron trasladadas en condiciones de
esterilidad en tubos conteniendo medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco, BRL, New York, USA)
suplementado con 10% de suero fetal de bovino (SFB) y una mezcla de antibioticos (100 U/ml

de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina) para su procesamiento en el laboratorio.

Por otro lado, fueron extraidos 40 ml de sangre periférica con tubos Vacutainer conteniendo
heparina (Beckton Dickinson, San Jose, CA, USA). Se separaro el paquete celular del plasma
sanguineo por centrifugacion. A partir del paquete celular se obtuvieron las células
mononucleares de sangre periferiuca (CMSP) centrifugando sobre Histopaque (Sigma-Aldrich,

St Louis, MO, USA) y lavadas con solucion salina reguladora de fosfatos (PBS).

Como testigos normales, se tomaron muestras sanguineas de donadoras sanas con Papanicolau

negativo.
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Obtencion de células estromales mesenquimales de tejidos cervicales normales y de

pacientes con neoplasias intraepiteliales NIC y con CaCu.

Las muestras de tejido cervical, se colocaron en una caja de Petri y se lavaron con PBS para
quitar el exceso de sangre. La muestra lavada se colocd en otra caja para fragmentarla en
pedazos pequefios de aproximadamente 2 mm®, los cuales se colocaron en un frasco de cultivo
de 25 cm? (Corning, Inc Costar, New Cork, USA) en presencia de 8 ml de una solucién con
0.05% de tripsina y 0.02% de EDTA (Gibco). El frasco se mantuvo en incubaciéon durante 15
min en agitacién constante para homogeneizar el disgregado. La suspension celular fue
colectada y vertida a un tubo y fue centrifugada durante 5 min a 1300 rpm. El botén celular fue
resuspendido en medio de cultivo DMEM bajo en glucosa (DMEMbg) (del inglés, Ig-
Dulbecco’s Modified Eagle Media) suplementado con 15% de SFB (Gibco) y se procedio a

contar el nimero de células viables por exclusion del colorante azul de tripano (Gibco).

Las células fueron sembradas en placas de 6 pozos (Corning), a una densidad de 50,000 a
300,000 células/ml, en un medio comercial especifico para células mesenquimales
(MesenCultTM; Stem Cell Technologies [STI], Vancouver, BC, Canada), manteniéndose en

incubacion a 37°C en atmoésfera humeda y con 5% de COs,.

Se realizaron cambios de medio cada tercer dia. Una vez que llegaron a la confluencia del
100%, las células se colectaron utilizando una solucion de tripsina (0.05% EDTA 0.053mM,;
Gibco) incubando durante 5 minutos a 37°C, se lavaron con PBS suplementado al 2% con
SFB y se centrifugaron durante 5 min a 1200 rpm. El botén celular fue resuspendido en
medio DMEMbg y se resembro en botellas Falcon de 75 cm” (Becton Dickinson) a una

densidad de 10° células/cm?.

La poblacion de células mesenquimales obtenidas de esta tlltima resiembra (2da resiembra) fue

utilizada en los diferentes ensayos.
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Inmunofenotipo de las células estromales mesenquimales.

Para conocer el inmunofenotipo de las capas de células estromales mesenquimales, se analiz6
la expresion de algunos antigenos de superficie mediante la técnica de citometria de flujo en un

equipo de FACS-Calibur (Becton Dickinson).

Se cultivaron 2x10° células, se colocaron en PBS con 2% de SFB y se incubaron durante 30
min en hielo y en obscuridad con uno de los siguientes anticuerpos monoclonales: anti-CD13-
PE, anti-CD14-PE, anti-CD29-FITC, anti-CD31-FITC, anti-CD34-FITC, anti-CD44-PE, anti-
CD54-PE, anti-CD105-PE, anti-HLA-DR-PE, anti-CD54-PE (Caltag Laboratories,
Burlingame, CA, USA), anti-CD49b-PE, anti-CD73-PE, anti-CD166-PE y anti-HLA-ABC-
FITC (Beckton Dickinson/PharMingen), anti-CD90-FITC (Immunotech, Marseille, France).
Como controles se incluyeron a las células tefiidas con los correspondientes testigos de isotipo
dependiendo de los anticuerpos primarios utilizados: IgG2a-PE, IgGI1-FITC (Caltag
Laboratories). Las células tefiidas se analizaron contando 10,000 eventos en el citometro de

flujo.

Capacidad de diferenciacion osteogénica, condrogénica y adipogénica.

Induccién osteogénica: se cultivaron 1x10° CEM en camaras Lab-Tek II (Chamber Slide
System, Nunc, Naperville, IL, USA) con medio DMEMbg suplementado con 15% de SFB o en
presencia de medio de diferenciacion osteogénica (Stem Cell Kit™, STI) durante 4 semanas y
se realizaron cambios de medio cada 3 dias. El medio osteogénico consisti6 de medio
DMEMbg suplementado con dexametasona 10 M, 4cido ascorbico 0.2 mM, B-glicerol fosfato
10 mM y 15% de suplemento osteogénico. La deteccion de la diferenciacion se realizo
mediante la técnica de Von Kossa (Kern et al, 2006). Al terminar las 4 semanas de cultivo con
el medio de diferenciacion osteogénica, éste se retird de la caja y se adicion6 PBS durante 10
min. Se desech6 el PBS y se coloco nitrato de plata dejando reposar durante 3 horas expuesta a
la luz. La capa celular se lavd con agua destilada y se adiciond hiposulfito de sodio al 5%
durante 2 min. Se lavo con agua destilada y se contrastd con azul de toluidina al 1% por 2 min.
Se deshidraté con diferentes concentraciones de etanol (al 80%, 90% y absoluto) y xilol grado

histolégico y se montaron las laminillas con resina. Los depdsitos de calcio se tifieron de color
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café a negro. Se determind el porcentaje de positividad al analizar la cdmara de cultivo bajo el

microscopio.

Induccién adipogénica, se cultivaron 1x10* CTM en camaras Lab-Tek II (Nunc) con medio
DMEMbg suplementado con 10% de SFB o en presencia de medio de diferenciacion
adipogénica (AM, STI) durante 4 semanas y se realizaron cambios de medio cada 3 dias. El
medio adipogénico consiste de DMEMbg al 15% de suplemento adipogénico. La deteccion de
la diferenciacion adipogénica se realizd con la tincion de rojo oleoso (Sigma—Aldrich) (Kern et
al., 2006). Al terminar las 4 semanas de cultivo con el medio de diferenciacion adipogénico,
¢éste se desechd de la caja y se adiciond6 PBS durante 10 min. Se desech6 el PBS y la capa
celular se fij6 con formalina al 10% durante 1 hora. Se adiciono isopropanol al 60% durante 5
min, y posteriormente se adicion6 rojo oleoso durante 20 min. Se lavo con agua destilada y se
contrastd con hematoxilina de Harris por 1 min. Las laminillas se montaron con propilénglicol.
Los lipidos se tifien de color rojo. Se determiné el porcentaje de positividad después de analizar

la cdmara de cultivo bajo el microscopio.

Induccion condrogénica: se obtuvieron 2.5x10° CTM en 500 pl de medio de diferenciacion
condrogénico (Cambrex Bio Science, Maryland, USA), se colocaron en un tubo de 15 ml de
propileno. Las células se centrifugaron durante 5 min a 1000 rpm para formar una micromasa al
fondo del tubo. Se cultivaron durante 4 semanas y se realizaron cambios de medio cada 3 dias.
El medio condrogénico que consiste en medio basal de diferenciacion condrogénica
suplementado con dexametasona, piruvato de sodio, prolina, suplemento ITS", ascorbato,
penicilina/estreptomicina y L-glutamina. Se cultivd por 4 semanas. Al terminar las 4 semanas
de cultivo con medio de diferenciacion condrogénica, se desecho el medio, se fijé la micromasa
con formaldehido durante 30 min y se deshidratdo en diluciones de etanol (al 80%, 90% y
absoluto) y xilol grado histolégico durante 30 min con dos repeticiones cada una. La
micromasa se embebid en parafina y se hicieron cortes histologicos con ayuda de un
micrétomo. La deteccion de la diferenciacion condrogénica se realizd con la tincion de azul

anciano (Sigma-Aldrich) para observar la positividad a mucopolisacaridos.
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Induccion de linfocitos Treg a partir de CMSP (CMSP-iTreg) en presencia y ausencia de

péptidos antigénicos derivados de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 y de CEM.

Cultivo y estimulacion de células T.
Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) recién obtenidas de las pacientes con
NIC y con CaCu asi como de las donadoras sanas, fueron cultivadas en placas de 24 pozos
(Corning) para analizar la induccion de linfocitos Treg en presencia de CEM bajo las siguientes
condiciones de cultivo y de estimulo: Se colocaron 5 X 10° CMSP por pozo en medio de
cultivo RPMI (Gibco) suplementado con 10% de SFB, 100 Ul/ml de penicilina y 100 mg/ml de
estreptomicina a 37°C y 5% de CO,. Para la estimulacién con péptidos de la proteina E6 o de
E7 de HPV-16 se utilizaron péptidos sintéticos de 15-25 aminoacidos, que abarcaron desde el
extremo amino al carboxilo de las mismas, sobrelapados uno a otro con 11 residuos, hasta
cubrir la secuencia completa de ambas proteinas. La estimulacion de las CMSP también se
realizd en presencia de CEM derivadas de médula 6sea normal, de tejido cervical normal, de
tejido con neoplasia intraepitelial cervical y de cancer cérvico-uterino, en una proporcion final
de 10:1 CMSP:CEM. Para el co-estimulo de las CMSP se utilizaron perlas Dynabeads
conteniendo anticuerpos anti-CD3/CD28 (Invitrogen), de acuerdo con el inserto, se coloco 1
perla por cada 5 CMSP. Como testigo negativo, se colocaron CMSP solo con péptidos.
(Ormandi et al., 2005, Visser et al., 2007 y Davison et al., 2007). Los tratamientos de las
CMSP para analizar la induccion de Treg quedaron de la siguiente manera:

1. CMSP.
CMSP + péptidos de proteina E6 de HPV-16.
CMSP + péptidos de proteina E7 de HPV-16.
CMSP + Dynabeads anti-CD3/CD28.
CMSP + péptidos de proteina E6 de HPV-16 + Dynabeads anti-CD3/CD28.
CMSP + péptidos de proteina E7 de HPV-16 + Dynabeads anti-CD3/CD28.
CMSP + CEM.
CMSP + CEM + Dynabeads anti-CD3/CD28.
CMSP + CEM+ péptidos de proteina E6 de HPV-16.
10. CMSP + CEM+ péptidos de proteina E7 de HPV-16.
11. CMSP + CEM+ Dynabeads anti-CD3/CD28+ péptidos de proteina E6 de HPV-16.
12. CMSP + CEM+ Dynabeads anti-CD3/CD28+ péptidos de proteina E7 de HPV-16.

o © N kWD
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Las CMSP se colectaron al dia 4 de cultivo (Prevosto et al., 2007), se lavaron con PBS y
tifieron con los anticuerpos anti-CD4-PerCP, anti-CD25-PE, y anti-CD45RO-FITC (BD
Biosciences) ademas de anti-FoxP3-APC (eBioscience) y sus respectivos controles de isotipo
IgG1-PerCP, IgG1-PE, IgG2-FITC, IgG2-APC para caracterizar el fenotipo de los CMSP-i
Treg.

El anélisis del fenotipo de las poblaciones de linfocitos T obtenidos de las condiciones antes
mencionadas se realizo6 a partir de 100, 000 eventos en el citometro de flujo FACS-Calibur (BD

Biosciences).

El andlisis de los datos se realizd al comparar los porcentajes de las células Treg inducidas
(CMSP-iTreg) bajo las diferentes condiciones de cultivo con respecto a un estandar normal
determinado por el promedio de los valores basales de Treg encontrados en las CMSP de la
donadora normal en los diferentes experimentos, mas una desviacion estandar obtenida a partir
de estos valores. Para las condiciones de cultivo en las cuales se adicionaron las perlas
Dynabeads conteniendo anti-CD3/CD28, el estandar normal fue obtenido de la misma manera
al promediar los valores de Treg encontrados en los diferentes experimentos al estimular las
CMSP con Dynabeads conteniendo anti-CD3/CD28, mas una desviacion estandar obtenida a

partir de estos valores.

Anélisis de la actividad inmunosupresora de las poblaciones de CMSP-iTreg.

Para determinar la actividad inmunosupresora de las CMSP-iTreg, se procedio a evaluar su
capacidad de inhibir la proliferacion de CMSP obtenidas de un donador sano, las cuales fueron
marcadas con carboxifluorescein succinimidil éster (CFSE; Sigma-Aldrich) a una
concentracion de 1 uM, durante 20 min en PBS a 37°C; posteriormente se realizaron dos

lavados extensivos con PBS antes de ser co-cultivadas con las CMSP-iTreg.

Los co-cultivos de CMSP con las CMSP-iTreg fueron realizados bajo las siguientes

condiciones:
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Cultivo heterdlogo: CMSP marcadas con CFSE (CMSP-CFSE) se colocaron en placas de
cultivo de 24 pozos (Corning), conteniendo 250 pl de medio I-DMEM (Invitrogen)
suplementado con 2 mM de L-glutamina, ImM de piruvato de sodio, 100 Ul/ml de penicilina,
100mg/ml de estreptomicina, 0.1 mM de aminoacidos no esenciales, 50 uM de B-
mercaptoetanol y 10% de SFB (Invitrogen). Posteriormente, en insertos con membrana de 0.45
uM de poro (Millicel, Millipore USA) se colocaron CMSP-iTreg derivadas de las diferentes
condiciones de cultivo, en proporciones 1:10 con respecto a la poblacion de CMSP-CFSE,
llevando a un volumen final de 500 pl con medio I-DMEM (Invitrogen) suplementado. A este
cultivo se le adicion6 fitohemaglutinina (PHA) a una concentracion final de 10ug/ml para

estimular la proliferacion de las células mononucleares.

Al término de 4 dias de estimulo, se analizaron los niveles de CFSE en las CMSP-CFSE
mediante citometria de flujo. El porcentaje de células proliferantes fue comparado con el
obtenido en las células utilizadas como control, ya sea CMSP-CFSE marcadas en tiempo inicial

y con CMSP-CFSE estimuladas con PHA durante los 4 dias de cultivo.
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RESULTADOS.

Obtencidn de estirpes de células estromales mesenquimales derivadas de tejido cervical
normal, neoplasias intraepiteliales (NIC) y con cancer cérvico-uterino (CaCu).

Para la realizacion de este proyecto de investigacion se establecieron estirpes de CEM de tejido
cervical normal (CN), de cérvix con neoplasia intraepitelial (cérvix NIC) y cérvix con cancer
cérvico-uterino (cérvix CaCu). Las CEM obtenidas se nombraron de acuerdo a la fecha en que
se obtuvieron los cultivos primarios. Cada una de las estirpes generadas fue caracterizada con
base en los criterios establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular, para definir
a las CEM (Dominixi et al., 2006), la cual establece 3 caracteristicas esenciales:

1.-Ser adherentes en condiciones estandar de cultivo.

2.-Expresar los marcadores CD105, CD73 y CD90 y carecer de los marcadores de superficie
CD45, CD34, CD14/CD11b, CD79/CD19 y HLA-DR en la membrana celular.

3.-Tener la capacidad de diferenciarse a osteoblastos, adipocitos y condroblastos.

Todas las estirpes celulares obtenidas proliferaron de manera adherente al sustrato de la caja de
cultivo y su morfologia fue variada, distinguiéndose esencialmente 8 diferentes tipos
morfologicos: grande, romboide, lamelipodia-lamelipodia, lamelipodia-filopodia, filopodia-
filopodia, triangular, neuritica y pequefia (Figura 9), los cuales fueron similares a los
encontrados en una estirpe de células estromales mesenquimales derivada de médula 6sea, la
cual fue tomada como referencia (Montesinos et al., 2009). Los porcentajes entre los tipos
morfologicos fueron muy heterogéneos entre las diferentes estirpes. Cabe destacar que la
morfologia romboide fue muy frecuente en las estirpes de CEM de cérvix-NIC con un
54.95+16%, la morfologia pequefia en las estirpes de CEM de cérvix normal con un 33.1+2.3%

y la morfologia triangular en las estirpes de CEM de cérvix-CaCu con 27.14+20.22 (Figura 9).
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Médula 6sea Cérvix Normal Cérvix NIC Cérvix CaCu
Grande 8.3+6.3 7.06 +2.3 13.56 +3.7 3.6 +2.03
Romboide 12 +7.3 11.5+3.6 54.95 +16 11.14 +10.36
Lam-Lam 13.1 +6 3.8+1.2 7.01 +5 16.50 +7.55
L ’
MR,y Lam-Filop 17.8 +4.6 14 +3.6 9.26 +3 14.41 +3.31
- Filop-Filop 9.8 +7.2 7.6 +2.8 5.83 +1.84 14.78 +7.81
- Triangular 17.2+6.1 145+15 571+1.14 27.14 +20.22
- Neuritica 5.9 +3.7 7.9+40.1 0.26 +0.27 2.53 +2.26
Pequeiia 15.5+8.5 33.1+2.3 3.41 +0.67 9.82 +3.18

Figura 9. Morfologia caracteristica de las CEM obtenidas de biopsias de tejido cervical normal (CN), de cérvix con
neoplasia intraepitelial (Cérvix NIC), de cérvix con cancer cérvico-uterino (cérvix CaCu) y CEM derivadas de médula
6sea normal (MO) fueron utilizadas como testigo de comparacion. Se observaron diferentes tipos morfologicos en los
cultivos celulares de las diferentes fuentes. Cada tipo celular fue nombrado dependiendo de las caracteristicas morfologicas
observadas, los resultados se presentan en porcentajes de cada tipo celular y corresponde a la media de los valores a partir de
experimentos por separado (n=5 CEM de cada tipo histologico).

De acuerdo con el inmunofenotipo obtenido en las estirpes de CEM, se encontrdé que las
estirpes de CEM derivadas de tejido cervical normal y de céancer cervical, mostraron los
marcadores tipicos de CEM (CD105, CD73 y CD90) en altos porcentajes (96-100%) (Tabla 4).
Otros marcadores celulares como CDI13, CD44, CD166, CD29, CD49b, y HLA-ABC,
comunmente expresados por las CEM, también se encontraron aumentados en las CEM
derivadas de ambas fuentes de tejido cervical (Tabla 4). Por otro lado, como se esperaba, los
marcadores de células hematopoyéticas, CD34, CDI14/CD11b, CD79/CD19 y HLA-DR,

tuvieron baja expresion en todas las estirpes celulares generadas (Tabla 4).
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Tabla 4. Caracterizacion inmunofenotipica de las CEM. Promedio del porcentaje células que expresan los
marcadores de superficie de las CEM, obtenidas de tejido cervical normal, con NIC y con CaCu. Los valores

muestran los porcentajes promedio y sus intervalos.

CEM CEM CEM
Tejido normal NIC CaCu
Marcador Promedio %* Promedio %* Promedio %*
(intervalo) (intervalo) (intervalo)
99.6925 71.37 96.29
CD105 (99.92-99.41) (92.27-50.48) (99.5-89.1)
CD73 99.9966667 98.80 99.02
(100-99.99) (99.23-98.38) (100-97.8)
CD90 99.694 96.07 96.16
(99.90-99.00) (99.33-92.82) (100-86.8)
D13 99.98 99.59 99.85
(100-99.97) (99.75-99.44) (100-99.6)
CD44 99.39 93.46 99.60
(99.97-98.90) (99.56-87.36) (99.9-99.3)
99.9166667 0.63 75.69
CD166 (99.90-99.80) (0.95-0.31) (100-12.22)
99.692 87.11 97.81
HLA-ABC (99.99-99.00) (96.07-78.16) (100-96)
CD29 99.604 99.07 97.61
(99.99-99.87) (99.12-99.03) (99.9-95)
99.94 93.09 99.75
CD4%b (100-99.80) (98.77-87.42) (100-99.5)
1.072 4.15 2.45
CD14 (1.55-0.40) (8.28-0.02) (4-0.13)
CD31 1.91333333 0.99 1.34
(1.77-2.59) (1.90-0.09) (1.9-.028)
4.0525 0.94 1.06
CD34 (7.68-0.96) (1.86-0.03) (2-0.25)
1.686 0.18 0.87
HLA-DR (3.40-0.45) (0.35-0.02) (1.2-0.21)
CD54 87.1325 58.17 64.61
(95.17-77.50) (60.01-56.34) (71.77-47.72)

*Promedio del porcentaje de células positivas al marcador.

Capacidad de diferenciacion osteogénica, condrogénica y adipogénica.

Con la finalidad de analizar la capacidad de diferenciacion de las CEM obtenidas de los
diferentes tejidos, las células fueron cultivadas bajo diferentes condiciones, como se menciono
en materiales y métodos, para favorecer su diferenciacion a osteocitos, adipocitos y

condrocitos.
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Capacidad de diferenciacion osteogénica.

La capacidad de diferenciacion osteogénica de las diferentes estirpes celulares de CEM se
analiz6 después de haberlas cultivado con medio inductor durante 4 semanas. En las muestras
de tejido de cérvix sano y de las biopsias de NIC y CaCu se observaron depdsitos de calcio;
esto fue revelado a través de la positividad a la tincion con Von Kossa, tipico de osteocitos

(figura 10), lo que confirma la capacidad de las estirpes de CEM de diferenciarse a osteocitos.

Capacidad de diferenciacion adipogénica.

La capacidad de diferenciacion adipogénica de las CEM se determind después de haber
cultivado las diferentes estirpes de CEM con medio de diferenciacion especifico durante 4
semanas. La formacién de adipocitos con vacuolas lipidicas reveladas mediante tincién con
rojo oleoso es un rasgo caracteristico de las células diferenciadas. Todas las estirpes de las
CEM derivadas de los diferentes tejidos cervicales, mostraron pequefias vesiculas tefiidas con

rojo oleoso, asumiéndose entonces su diferenciacion a adipocitos (Figura 10).

Capacidad de diferenciacion condrogénica.

Después de cultivar las CEM con medio de diferenciacion de condrocitos durante 4 semanas.
Las células derivadas de los diferentes tejidos cervicales mostraron tincion positiva a azul
alciano para identificar mucopolisacaridos y también positiva a tricromico de Masson para
determinar la presencia de coladgeno, tipica de condrocitos. Comprobandose entonces, que las

células obtenidas tienen la capacidad de diferenciarse hacia condrocitos (figura 10).
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Figura 10. Capacidad de diferenciacién osteogénica, condrogénica y adipogénica de las CEM. CEM
obtenidas de tejido cervical sano, de neoplasias intraepiteliales (NIC) y de cancer cérvico uterino CaCu, las
fotografias de adipogénesis y condrogénesis muestran un aumento de 40X (barra escala=20pm) y las fotografias
de condrogénesis muestra un aumento de 10X, las flechas en morado muestran las vesiculas tefiidas con rojo
oleoso, las flechas en rojo sefialan depdsitos de calcio en color marrén después de la tincion con Von Kossa.
(Barra escala=200pum).

36



SSC-Height Lin

Analisis de la capacidad de las CEM para inducir linfocitos Treg en presencia y ausencia

de péptidos antigénicos derivados de las proteinas E6 y E7 de HPV-16.
A) Anélisis citométrico de los linfocitos Treg en co-cultivos de CEM-CMSP.

Las poblaciones de linfocitos Treg se definieron con base a los siguientes marcadores:
CD4"CD25"¢"FoxP3" y CD4"CD25"€"FoxP3"CD45RO" en los linfocitos Treg de memoria de

acuerdo a lo reportado por Visser et al., (2007), seleccionando las regiones de la siguiente

manecra:

1. De acuerdo a los parametros de tamafio y granularidad, se seleccion¢ la region de CMSP
(R1).

2. Se tomé el grupo de células CD4" con base en parametros de granularidad (G2=R1).

3. De la region CD4" se selecciono el grupo a las células CD25"€"FoxP3* (G3=R1+R2).

4. Por ultimo, se elabord un histograma para CD45RO y se seleccionaron las células

positivas para este marcador (G4=R1+R2+R3) tal como se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Esquema de la seleccion de regiones para el analisis de las poblaciones de linfocitos T

reguladores CD4"CD25""FoxP3*CD45RO" a partir de CMSP. Ejemplo representativo de un esquema para

seleccion del anélisis de la poblacion CD4'CD25"€"FoxP3'CD45R0", la linea roja en el histograma es el testigo
de isotipo para CD45RO y la linea azul muestra un ejemplo de células CD4'CD25""FoxP3'CD45RO".

B) Induccién de linfocitos T reguladores (CD4*CD25""FoxP3*) en co-cultivos de CEM-
CMSP.

Se sabe que los linfocitos T reguladores tienen un papel importante en la regulacién de la

respuesta inmune en condiciones normales (McHugh et al., 2002). No obstante en pacientes

con cancer, la presencia de estos linfocitos se acentia, sobretodo en etapas avanzadas de la
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enfermedad, en donde ademas se asocia con supresion de la respuesta inmune (Van der Burg et
al., 2007). En estudios recientes se ha reportado que las CEM se encuentran presentes en
diferentes tejidos y que en tumores forman parte del estroma y participan en la supresion de la

respuesta inmune antitumoral (Zhao et al., 2009).

En el presente estudio, se evaluaron las frecuencias de los linfocitos Treg con fenotipo
CD4"CD25"¢"FoxP3" y CD4"CD25"®"FoxP3"'CD45R0O" inducidos a partir de los co-cultivos
de ocho estirpes diferentes de CEM (2 CEM-MON, 2 CEM-CN, 2 CEM-NIC y 2 CEM-CaCu)

con CMSP de una donadora sana y de dos pacientes con CaCu.

Como se describio previamente en la metodologia, para determinar los valores de CMSP-iTreg
con fenotipo CD4'CD25"#"FoxP3" se establecieron valores estandar, tanto en condiciones
basales (sin estimulo) como con estimulo de las CMSP con Dynabeads conteniendo anti-
CD3/CD28. De acuerdo a ello, los valores basales de Treg obtenidos a partir de 8 experimentos
fueron 0.10 y 18.35 respectivamente. Mientras tanto, para determinar los valores de induccion
de Treg con fenotipo de memoria CD4'CD25"#"FoxP3'CD45RO", los valores estandar
encontrados en la donadora normal fueron de 0.025 en condiciones basales sin estimulo y de

0.62 para las CMSP estimuladas con Dynabeads conteniendo anti-CD3/CD28.

B.1) Induccion de linfocitos Treg con CMSP de una donadora sana en presencia de CEM-
MON.

El cultivo de CMSP de una donadora normal, en presencia de la estirpe CEM-MON (04-09)
indujo células Treg con un porcentaje de 0.12% y al adicionar péptidos derivados de las
proteinas E6 de HPV-16, también fue capaz de inducir células T reguladoras con fenotipo
CD4"CD25"¢"FoxP3" ya sea en presencia o en ausencia de las CEM (Figura 12A). Sin
embargo, cuando las CMSP fueron co-cultivadas en presencia del estimulo de anti-CD3/CD28
se observd una induccion de linfocitos Treg en presencia de péptidos de las proteinas E6
(43.41%) y E7 (30.43%). No obstante, la presencia de CEM-MON en estos co-cultivos, redujo
la cantidad de Treg detectadas: para el co-cultivo de CMSP con CEM-MON-+anti-
CD3/CD28+péptidos de E6 el valor de linfocitos Treg fue de un 25.3% y en el co-cultivo de
CEM-MON-+anti-CD3/CD28+péptidos de E7 el valor fue de 19.14% (Figura 12B).
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Figura 12. Evaluacion de la capacidad inductora de linfocitos Treg (CD4*CD25""FoxP3") en co-cultivos de
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de una donadora normal con células estromales
mesenquimales de médula ésea normal (04-10) (CEM-MON). A. CMSP de una donadora normal se cultivaron
en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16. B.
CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de
péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 o de perlas conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica. Los valores
sobre las barras indican los porcentajes de Treg en ausencia (negro) o presencia (rojo) de CEM con respecto a las
CMSP. La linea punteada en verde indica el valor estandar normal.

Al evaluar la poblacion de las células Treg con fenotipo de memoria,
CD4"CD25"¢"FoxP3"CD45R0O", se encontré que en los cultivos de CMSP+E6 y de CMSP+E7
en ausencia y presencia de CEM-MON mostraron aumentos de células Treg de memoria con
valores cercanos a 0.1% (Figura 13A). Mientras que, en los cultivos de CMSP con CEM-MON
en presencia de los péptidos de E6 6 E7 y del estimulo con anti-CD3/CD28 los valores de Treg
con fenotipo de memoria no incrementd con respecto al valor del estdndar normal para este

caso (Figura 13B).
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Figura 13. Evaluacion de la capacidad inductora de linfocitos Treg de memoria
(CD4'CD25""FoxP3*CD45R0O") en co-cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de
una donadora normal con células estromales mesenquimales de médula 6sea normal (04-09) (CEM-MON).
A. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de
péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o
ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 o de perlas
conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica. Los valores sobre las barras indican los porcentajes de Treg en
ausencia (negro) o presencia (rojo) de CEM con respecto a las CMSP. La linea punteada en verde indica el valor
estdndar normal.

En un segundo ensayo de induccion de células Treg con otra estirpe de CEM-MON (01-10) y
utilizando las CMSP de la misma donadora normal que en el experimento anterior, se observo
que las CMSP cultivadas en presencia o ausencia de CEM-MON vy de los péptidos de E7

hghEoxP3" con respecto al

mostraron un amento en la cantidad de linfocitos Treg CD4 CD25
valor del estandar normal con un valor de 0.15% y de 0.18% respectivamente (Figura 14A). De
la misma manera, la adicién de anti-CD3/CD28 en estos cultivos, no indujo un incremento en
el porcentaje de células Treg en ninguna de las condiciones de cultivo con respecto al valor del

estandar normal (Figura 14B).
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Figura 14. Evaluacion de la capacidad inductora de linfocitos Treg (CD4*CD25""FoxP3") en co-cultivos de
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de una donadora normal con células estromales
mesenquimales de médula 6sea normal (01-10) (CEM-MON). A. CMSP de una donadora normal se cultivaron
en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16. B.
CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de
péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 o de perlas conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica. Los valores
sobre las barras indican los porcentajes de Treg en ausencia (negro) o presencia (rojo) de CEM con respecto a las
CMSP. La linea punteada en verde indica el valor estandar normal.

En este experimento, al analizar la poblacion de las células Treg de memoria
(CD4"CD25"€"FoxP3"CD45R0O"), el mayor numero de células Treg detectable con este
fenotipo se encontrd en el co-cultivo de CMSP+CEM-MON-+péptido de E7 con un 0.16%
(Figura 15A), pero también se observo un incremento de células Treg en ausencia de CEM-
MON con un valor de 0.13%, también se observo este aumento en las frecuencias de linfocitos
Treg en presencia de los péptidos de E6 y en presencia o ausencia de CEM-MON (Figura 15A).
Mientras que no se observaron incrementos en los valores de estos linfocitos reguladores bajo
el estimulo con anti-CD3/CD28 en ninguno de los casos con respecto al valor estdndar normal

(Figura 15B).
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Figura 15. Evaluacion de la capacidad inductora de linfocitos Treg de memoria
(CD4*CD25""FoxP3*CD45R0O") en co-cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de
una donadora normal con células estromales mesenquimales de médula dsea normal (01-10) (CEM-MON).
A. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de
péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o
ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 o de perlas
conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica. Los valores sobre las barras indican los porcentajes de Treg en
ausencia (negro) o presencia (rojo) de CEM con respecto a las CMSP. La linea punteada en verde indica el valor
estandar normal.

B. 2) Induccion de Treg a partir de CMSP de una paciente con CaCu en presencia de CEM-
MON.

Tomando en consideracion que la frecuencia de linfocitos Treg CD4 CD25"€"FoxP3" es
potencialmente mayor en pacientes con cancer (Van der Burg et al., 2007), se co-cultivaron
CMSP de una paciente con CaCu (09-10) con CEM-MON (01-10) bajo las mismas condiciones

que en los experimentos anteriores y se procedi6 a analizar la poblacion de Treg inducidas.

Como en los casos anteriores, los cultivos de CMSP de esta paciente mantuvieron los
porcentajes de Treg<0.1%, similares a los encontrados con CMSP de la donadora normal al ser
cultivadas en ausencia del estimulo con anti-CD3/CD28 (Figura 16A). Un comportamiento

similar al del caso anterior se observa para los co-cultivos a los que se adicion6 anti-
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CD3/CD28, ya que no se observo un incremento en la poblacion de células con fenotipo
regulador tanto en ausencia como en presencia de los péptidos antigénicos con respecto al
valor estandar normal. Al igual que en los co-cultivos de CMSP derivados de la donadora
normal, la presencia de CEM-MON (01-10) no indujeron linfocitos Treg en presencia de anti-
CD3/CD28 (Figura 16B). Sin embargo, el porcentaje de los linfocitos Treg con fenotipo
CD4'CD25"€"FoxP3*CD45RO", en presencia de CEM-MON si aumento la frecuencia de estas
células pero en presencia de las CEM-MON vy de los péptidos de E6 6 E7, obteniéndose los
valores de 0.06% y de 0.1% respectivamente (Figura 17A), sugiriendo entonces, la
participacion de las CEM-MON en la inducciéon de linfocitos Treg de memoria en estos co-
cultivos. Sin embargo no se indujeron linfocitos Treg de memoria con respecto al valor del

estandar normal con el estimulo de anti-CD3/CD28 (Figura 17B).
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Figura 16. Evaluacién de la capacidad inductora de linfocitos Treg (CD4*CD25™"FoxP3") en co-cultivos de
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de una paciente con CaCu con células estromales
mesenquimales de médula 6sea normal (01-10) (CEM-MON). A. CMSP de una donadora normal se cultivaron
en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16. B.
CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de
péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 o de perlas conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica. Los valores
sobre las barras indican los porcentajes de Treg en ausencia (negro) o presencia (rojo) de CEM con respecto a las
CMSP. La linea punteada en verde indica el valor estandar normal.
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Figura 17. Evaluacion de la capacidad inductora de linfocitos Treg de memoria
(CD4*'CD25""FoxP3*CD45R0O") en co-cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de
una paciente con CaCu con células estromales mesenquimales de médula ésea normal (01-10) (CEM-MON).
A. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de
péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o
ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 o de perlas
conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica. Los valores sobre las barras indican los porcentajes de Treg en
ausencia (negro) o presencia (rojo) de CEM con respecto a las CMSP. La linea punteada en verde indica el valor
estandar normal.

B. 3) Induccién de Treg a partir de CMSP de una donadora normal en presencia de CEM
CEM-CN.

Al utilizar CEM obtenidas de cérvix sano (01-08) y de la misma donadora normal de CMSP
con las que se realizaron los experimentos anteriores, se observd que el porcentaje de las
células Treg obtenidas de los cultivos de CMSP+CEM-CN, CMSP+CEM-CN+péptidos de E6
0 E7 fueron inferiores al 1%; sin embargo, en todos los cultivos se obtuvo un incremento en el
porcentaje de células Treg, CD4"CD25"®"FoxP3" con respecto al valor del estandar normal
(Figura 18A), cuando se les agreg6 el estimulo de anti-CD3/CD28, solo se vio incrementado la
frecuencia de células Treg cuando se co-cultivaron CMSP+anti-CD3/CD28+péptidos de E7

obteniéndose un valor de 21.36%, superando al valor del estandar normal (Figura 18B).
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Figura 18. Evaluacion de la capacidad inductora de linfocitos Treg (CD4*CD25""FoxP3") en co-cultivos de
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de una donadora normal con células estromales

mesenquimales de cérvix normal (01-08) (CEM-CN). A. CMSP de una donadora normal se cultivaron en
presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16. B.
CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de

péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 o de perlas conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica. Los valores

sobre las barras indican los porcentajes de Treg en ausencia (negro) o presencia (rojo) de CEM con respecto a las

CMSP. La linea punteada en verde indica el valor estandar normal.

Al analizar la poblacion de células Treg de memoria, en la combinacion CMSP+CEM-CN vy
CMSP+CEM-CN+péptidos de E6 6 E7 se detectaron porcentajes mas elevados de células
CD4"CD25"€"FoxP3"CD45RO" con respecto al valor estandar normal con valores de 0.13%
para el co-cultivo de CMSP+CEM-CN, de 0.07% para el co-cultivo de CMSP-CEM-
CN+péptidos de E6 y de 0.19% para el co-cultivo de CMSP-CEM-CN+péptidos de E7 (Figura
19A). Mientras que para condiciones en donde se adicioné al cultivo el estimulo de anti-
CD3/CD28 los porcentajes obtenidos de células con fenotipo de memoria fueron inferiores al

valor estandar normal (Figura 19B).
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“Figura 19. Evaluacion de la capacidad inductora de linfocitos Treg de memoria
(CD4"CD25""FoxP3*CD45R0O™) en co-cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) con
células estromales mesenquimales de cérvix normal (01-08) (CEM-CN). A. CMSP de una donadora normal se

cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de
HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion
10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 o de perlas conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica.
Los valores sobre las barras indican los porcentajes de Treg en ausencia (negro) o presencia (rojo) de CEM con
respecto a las CMSP. La linea punteada en verde indica el valor estandar normal.

En otro experimento utilizando las CMSP de la misma donadora normal con las estirpe celular
de las CEM-CN (02-08), se encontrd que el porcentaje de células Treg, CD4'CD25"€"FoxP3",
en los cultivos de CMSP+CEM-CN, CMSP+péptidos de E6 6 E7 y CMSP+CEM-CN+péptidos
de E6 6 E7, no fueron superiores al valor del estandar normal (Figura 20A), también se observo
que en los cultivos a los que se les agregd el estimulo de anti-CD3/CD28, tampoco se observo

incremento en los valores de células Treg con respecto al valor del estdndar normal (Figura
20B).
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Figura 20. Evaluacién de la capacidad inductora de linfocitos Treg (CD4*CD25""FoxP3") en co-cultivos de
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de una donadora normal con células estromales

mesenquimales de cérvix normal (02-08) (CEM-CN). A. CMSP de una donadora normal se cultivaron en
presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16. B.
CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de

péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 o de perlas conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica. Los valores

sobre las barras indican los porcentajes de Treg en ausencia (negro) o presencia (rojo) de CEM con respecto a las

CMSP. La linea punteada en verde indica el valor estandar normal.

Al realizar el andlisis de las células Treg de memoria en este experimento, se observo que en los
co-cultivos de CMSP+CEM-CN, CMSP+péptidos de E6 6 E7 y CMSP+CEM-CN+péptidos de
E6 6 E7 en ausencia del estimulo de anti-CD3/CD28, el porcentaje de Treg en todos ellos fue
superior al valor del estandar normal (Figura 21A). Sin embargo, cuando estuvo presente el
estimulo de anti-CD3/CD28, los valores de linfocitos Treg con fenotipo de memoria,
CD4"CD25"¢"FoxP3"CD45R0O", correspondieron casi al total de los linfocitos Treg
CD4'CD25"&"FoxP3" previamente detectados (Figura 20B), encontrandose el valor de 4.03%
en el co-cultivo de CMSP+péptidos de E7+anti-CD3/CD28 y el mayor numero de células se
obtuvo en el co-cultivo de CMSP+péptidos de E6+anti-CD3/CD28 con un 4.21%, en ambos

casos superando el valor del estdndar normal (Figura 21B).
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Figura 21. Evaluacidon de la capacidad inductora de linfocitos Treg de memoria
(CD4"CD25""FoxP3*CD45R0O™) en co-cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de
una donadora normal con células estromales mesenquimales de cérvix normal (02-08) (CEM-CN). A. CMSP
de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de
las proteinas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea
de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 o de perlas conteniendo anti-CD3-
CD28 como se indica. Los valores sobre las barras indican los porcentajes de Treg en ausencia (negro) o presencia
(rojo) de CEM con respecto a las CMSP. La linea punteada en verde indica el valor estandar normal.

B. 4) Induccion de Treg a partir de CMSP de una donadora normal en presencia de CEM-NIC.

Las CMSP obtenidas de la donadora normal, utilizada como control en todos los experimentos,
fueron cultivadas con CEM de NIC-I (02-09). La cantidad de células Treg detectada en los
cultivos de CMSP+CEM-NIC, CMSP+péptidos de E6 6 E7 y CMSP+CEM-NIC+péptidos de
E6 6 E7 se mantuvo por debajo del 1% en todos los casos, sin embargo los porcentajes son
superiores al valor del estandar normal (Figura 22A). Mientras que en los co-cultivos a los
cuales se les adicion¢ el estimulo de anti-CD3/CD28, el porcentaje de células Treg no en todos
los casos fue superior al del estandar normal, solo este se vio incrementado en el co-cultivo de
CMSP+péptidos de E6 con un porcentaje de 28.11 y en el co-cultivo de CMSP+péptidos de E7
con un porcentaje de 23.53 (Figura 22A).

48



% de células CD4"CD25""FoxP3*

A B

1.00 - 0.94 30.00 - 28.11
- 2800 4 21110
' 0.80 0.79 26.00 - 23.53
0.80 - 24.00 -
070 22.00 -
' 0.60 iggg T o o 18.35
0.60 - 0.53 U0
0.51 16.00 -
0.50 1 14.00 -
0.40 - 12.00 - 9.08
10.00 - 745 :
030 - -
8.00 7 5.54
0.20 - 6.00 -
0.1 4.00 -
0.10 = B 2.00 -
0.00 - 0.00 -
CMSP-DS
CEM CEM CEM CEM CEM CEM
NIC NIC NIC NIC NIC NIC
E6 E7 E6 E7
anti-CD3/CD28

Figura 22. Evaluacién de la capacidad inductora de linfocitos Treg (CD4*CD25""FoxP3") en co-cultivos de
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de una donadora normal con células estromales
mesenquimales de NIC-1 (02-09) (CEM-NIC). A. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o
ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una
donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las
proteinas E6 y E7 de HPV-16 o de perlas conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica. Los valores sobre las
barras indican los porcentajes de Treg en ausencia (negro) o presencia (rojo) de CEM con respecto a las CMSP. La
linea punteada en verde indica el valor estandar normal.

Al analizar el inmunofenotipo de las células Treg de memoria en este experimento, en la
mayoria de las condiciones de cultivo en las cuales se adicionaron o no CEM-NIC, ya sea en
presencia o ausencia del estimulo de anti-CD3/CD28, se detectaron mayores cantidades de
células con fenotipo CD4'CD25""FoxP3"CD45RO" con respecto al valor estandar normal,
solo para el co-cultivo con CMSP+anti-CD3/CD28+péptidos de E6 el porcentaje de Treg de
memoria fue de 0.38 el cual es un valor inferior al del estaindar normal (Figura 23). En los co-
cultivos de CMSP+CEM-NIC, CMSP+CEM-NIC+péptidos de E6 y CMSP+CEM-
NIC+péptidos de E7 fueron 0.39%, 0.56% y un 0.61%, respectivamente y para los co-cultivos
de CMSP-+péptidos de E6 y CMSP+péptidos de E7 fueron de 0.14% y 0.2%, respectivamente
(Figura 23A). Por otro lado, al adicionar anti-CD3/CD28, los co-cultivos de CMSP+CEM-NIC,
en CMSP+CEM-NIC+péptidos de E6+, CMSP+péptidos de E7 y CMSP+CEM-NIC+péptidos
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de E7 se encontraron los valores de 1.34%, 2.17%, 0.86% y de 2.40%, respectivamente (Figura
23B).
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Figura 23. Evaluacion de la capacidad inductora de linfocitos Treg de memoria
(CD4'CD25""FoxP3*CD45R0O") en co-cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de
una donadora normal con células estromales mesenquimales de NIC-1 (02-09) (CEM-NIC). A. CMSP de una
donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las
proteinas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de
CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 o de perlas conteniendo anti-CD3-
CD28 como se indica. Los valores sobre las barras indican los porcentajes de Treg en ausencia (negro) o presencia
(rojo) de CEM con respecto a las CMSP. La linea punteada en verde indica el valor estandar normal.

La induccion de células Treg en cultivos de CMSP de la donadora normal control con CEM-
NIC-I (03-09) derivadas de una paciente con infeccion por HPV tipo 11, mostré que el
porcentaje de células con fenotipo de Treg en cultivos de CMSP+CEM-NIC y CEMP+CEM-
NIC+péptidos de E6 6 E7 fueron menores que el valor del estindar normal (Figura 24A). Asi
mismo, al adicionar anti-CD3/CD28, el porcentaje de células Treg tampoco se vio

incrementado en ninguno de los casos con respecto al valor del estandar normal (Figura 24B).
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Figura 24. Evaluacion de la capacidad inductora de linfocitos Treg (CD4*CD25""FoxP3") en co-cultivos de
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de una donadora normal con células estromales
mesenquimales de NIC-1 (03-09) (CEM-NIC). A. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o
ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una
donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las
proteinas E6 y E7 de HPV-16 o de perlas conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica. Los valores sobre las
barras indican los porcentajes de Treg en ausencia (negro) o presencia (rojo) de CEM con respecto a las CMSP. La
linea punteada en verde indica el valor estandar normal.

El andlisis de las células obtenidas de los cultivos de CMSP+CEM-NIC, CMSP+péptidos de
E6 6 E7 y CMSP+CEM-NIC+péptidos de E6 o E7 mostré que los valores encontrados de Treg
de memoria fueron superiores a los valores del estdndar normal con valores del 0.06% y 0.04%
respectivamente (Figura 25A). Sin embargo, cuando se adicion6 el estimulo de anti-
CD3/CD28, se encontr6 un incremento en el nimero de células con este fenotipo, en los
cultivos en los cuales no fueron adicionadas CEM-NIC, encontrandose los valores de 2.11% y
0.81% para los co-cultivos de CMSP-+péptidos de E6 6 E7 respectivamente, contra 0.25% y
0.2% en los cuales se adicionaron CEM-NIC (Figura 25B).
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Figura 25. Evaluacion de la capacidad inductora de linfocitos Treg de memoria
(CD4*CD25""FoxP3*CD45R0O") en co-cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de
una donadora normal con células estromales mesenquimales de NIC-1 (03-09) (CEM-NIC). A. CMSP de una
donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las
proteinas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de
CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 o de perlas conteniendo anti-CD3-
CD28 como se indica. Los valores sobre las barras indican los porcentajes de Treg en ausencia (negro) o presencia
(rojo) de CEM con respecto a las CMSP. La linea punteada en verde indica el valor estandar normal.

B. 5) Induccion de Treg a partir de CMSP de una donadora normal en presencia de CEM-
CaCu.

También se llevaron a cabo experimentos utilizando CEM provenientes de tejido tumoral
utilizando CMSP de la donadora normal control. Para ello, se utilizaron células de la estirpe
CEM-CaCu (22-08). En este caso, las células Treg detectadas en los cultivos de CMSP+CEM-
CaCu, CMSP+péptidos de E7 y CMSP+CEM-CaCu+péptidos de E6 6 E7 no incrementaron el
valor de células Treg con respecto al valor del estandar normal, pero en el co-cultivo de
CMSP+péptidos de E6 si aumentd la frecuencia de células Treg con respecto al valor del
estandar normal con un valor de 0.17% (Figura 26A). En los co-cultivos en los cuales se
adicion6 el estimulo de anti-CD3/CD28, se observo que las poblacion de células Treg, no

aumentd en ninguno de los casos. (Figura 26B).
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Figura 26. Evaluacion de la capacidad inductora de linfocitos Treg (CD4*CD25""FoxP3") en co-cultivos de
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de una donadora normal con células estromales
mesenquimales de cancer cérvico-uterino (22-08) (CEM-CaCu). A. CMSP de una donadora normal se
cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de
HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion
10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 o de perlas conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica.
Los valores sobre las barras indican los porcentajes de Treg en ausencia (negro) o presencia (rojo) de CEM con
respecto a las CMSP. La linea punteada en verde indica el valor estaindar normal.

Al analizar las poblacion de células Treg de memoria, se observd en los co-cultivos de

CMSP+E6 y de CMSP+CEM-CaCu+péptidos de E7 que los porcentajes de células Treg

obtenidas de estas fueron de 0.03% para ambos casos el cual es un valor mayor al del estandar

normal (Figura 27A). Sin embargo al adicionar a los co-cultivos el estimulo con anti-

CD3/CD28 el porcentaje de células Treg con fenotipo de memoria fue no aumentd con

respecto al valor del estandar normal (Figura 27B).
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Figura 27. Evaluacion de la capacidad inductora de linfocitos Treg de memoria
(CD4*CD25""FoxP3*CD45R0O") en co-cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de
una donadora normal con células estromales mesenquimales de cancer cérvico-uterino (22-08) (CEM-
CaCu). A. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion
10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en
presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 o de
perlas conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica. Los valores sobre las barras indican los porcentajes de Treg en
ausencia (negro) o presencia (rojo) de CEM con respecto a las CMSP. La linea punteada en verde indica el valor
estandar normal.

En otro experimento realizado con una estirpe diferente de CEM-CaCu (31-09) y utilizando
CMSP de la misma donadora normal, se indujeron células Treg cuando las condiciones del los
cultivos fueron CMSP+CEM, CMSP+péptidos de E6 y CMSP+CEM+péptidos de E6 6 E7
(Figura 28A). Sin embargo, al agregar el estimulo de anti-CD3/CD28, el porcentaje de células
Treg incrementaron en ausencia de CEM-CaCu, obteniéndose los valores de 25.44% y 19.23%
para los cultivos con CMSP+péptidos de E6 y CMSP+péptidos de E7, respectivamente. En este
caso, la presencia de CEM-CaCu en los co-cultivos disminuy6 el porcentaje de células Treg,

obteniéndose los valores de 4.86% y 6.5%, respectivamente (Figura 28B).
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Figura 28. Evaluacion de la capacidad inductora de linfocitos Treg (CD4*CD25""FoxP3") en co-cultivos de
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de una donadora normal con células estromales
mesenquimales de cancer cérvico-uterino (31-09) (CEM-CaCu). A. CMSP de una donadora normal se

cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de

HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion

10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 o de perlas conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica.

Los valores sobre las barras indican los porcentajes de Treg en ausencia (negro) o presencia (rojo) de CEM con
respecto a las CMSP. La linea punteada en verde indica el valor estaindar normal.

Al determinar las células Treg de memoria, se encontrd que la condicion de cultivo de

CMSP+E6 y de CMSP+CEM-CaCu+péptidos de E7 aumentaron las frecuencias de estas

células con valores de 0.09% y de 0.08% respectivamente (Figura 28A). Al adicionar a los

diferentes co-cultivos el estimulo de anti-CD3/CD28 no aumentaron los valores de células

Treg de memoria con respecto al valor del estdndar normal (Figura 29B).
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Figura 29. Evaluacion de la capacidad inductora de linfocitos Treg de memoria
(CD4'CD25""FoxP3*CD45R0O") en co-cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de
una donadora sana con células estromales mesenquimales de cancer cérvico-uterino (31-09) (CEM-CaCu).
A. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de

péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o
ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 o de perlas
conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica. Los valores sobre las barras indican los porcentajes de Treg en
ausencia (negro) o presencia (rojo) de CEM con respecto a las CMSP. La linea punteada en verde indica el valor
estandar normal.

B. 6) Induccion de Treg a partir de CMSP de una paciente con CaCu en presencia de CEM-
CaCu.

En un ultimo ensayo realizado con CEM-CaCu (31-09) y con CMSP de una paciente con
CaCu (07-10), se encontr6 que para las condiciones de cultivo de CMSP+péptidos de E7
aumento el nimero de células T con fenotipo CD4'CD25"&"FoxP3" con respecto al valor del
estandar normal fue de un 0.11% (Figura 30A). Sin embargo al adicionar el estimulo con
anticuerpos anti-CD3/CD28, los porcentajes de las células Treg no incrementaron en ninguno
de los co-cultivos(Figura 30B). Por su parte el porcentaje de induccion de Treg de memoria se
vieron incrementadas en los co-cultivos de CMSP+E6, CMSP+CEM-CaCu+péptidos de E6 y
CMSP+péptidos de E7 con porcentajes de 0.09, 0.05 y 0.11 respectivamente (Figura 31A). En
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los diferentes co-cultivos con anti-CD3/CD28 los porcentajes de los linfocitos Treg de

memoria fueron inferiores al valor del estandar normal (Figura 31B).
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Figura 30. Evaluacién de la capacidad inductora de linfocitos Treg (CD4*CD25""FoxP3") en co-cultivos de
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de una paciente con CaCu con células estromales
mesenquimales de cancer cérvico-uterino (31-09) (CEM-CaCu). A. CMSP de una donadora normal se
cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de
HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion
10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 o de perlas conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica.
Los valores sobre las barras indican los porcentajes de Treg en ausencia (negro) o presencia (rojo) de CEM con
respecto a las CMSP. La linea punteada en verde indica el valor estindar normal.
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Figura 31. Evaluacion de la capacidad inductora de linfocitos Treg de memoria
(CD4*CD25""FoxP3*CD45R0O") en co-cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de
una paciente con CaCu con células estromales mesenquimales de cancer cérvico-uterino (31-09) (CEM-
CaCu). A. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion
10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en
presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 o de
perlas conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica. Los valores sobre las barras indican los porcentajes de Treg en
ausencia (negro) o presencia (rojo) de CEM con respecto a las CMSP. La linea punteada en verde indica el valor
estandar normal.

Evaluacion de la actividad supresora de linfocitos T reguladores inducidos.

La actividad supresora de las CMSP-iTreg generadas en los diferentes co-cultivos fue

determinada mediante la capacidad de inhibir la proliferacion de CMSP de una donadora sana.

A) Analisis de inhibicion de la proliferacion.

Al término de 4 dias de estimulo, se analizaron los niveles de CFSE en los linfocitos

proliferantes mediante citometria de flujo de la siguiente manera:
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S5C-Height Lin

Se escogid la region de CMSP con los parametros de tamafio (FSC) y granularidad (SSC),
region 1 (R1). A partir R1 se realiz6 un histograma para CFSE y se analizaron las CMSP que se
cultivaron durante 4 dias sin estimulo (linea roja) y se hizo la region R2, la cual proporciona el
porcentaje de CMSP que proliferaron durante 4 dias con estimulo de PHA marcadas con CFSE

(linea azul) tal y como se muestra en la figura 32.
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Figura 32. Esquematizacién de seleccién de regiones para el andlisis del porcentaje de células proliferantes
en el cultivo.

La inhibicion de la proliferacion se analizé en las CMSP de una donadora normal (tomada
como testigo) y de 2 pacientes con CaCu marcadas con CFSE y estimuladas con PHA
(linfocitos respondedores), mediante la adicion de CMSP-iTreg obtenidos de los co-cultivos de
las ocho estirpes diferentes de CEM (2 CEM-MON, 2 CEM-CN, 2 CEM-NIC y 2 CEM-CaCu)

con CMSP de una donadora normal y de 2 pacientes con CaCu como se menciond previamente.

A. 1) Capacidad inmunosupresora de las CMSP-iTreg derivadas de cultivos en presencia de
CEM-MON.

Para determinar el efecto inmunosupresor de las CMSP-iTreg obtenidas de los cultivos con
CEM-MON (04-09), sobre la proliferacion de CMSP de una donadora normal, inicialmente se
evalu6 el porcentaje de CMSP-CFSE proliferantes bajo el estimulo unicamente con PHA, el
valor obtenido fue de 56.45% y fue tomado como valor de referencia. Al evaluar el porcentaje
de CMSP-CFSE proliferantes (linfocitos respondedores) en presencia de los iTreg, se encontr6
una ligera disminucién en el ntimero de células proliferantes, encontrandose valores entre 40-
53% en varios de los casos. El mayor efecto inhibitorio se observd cuando se adicionaron

CMSP-iTreg derivadas del co-cultivo de CMSP+CEM-MON-+péptidos de E6, el numero de
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células proliferantes disminuy6 a 26.52 % (Figura 33). Por otro lado cuando se cultivaron
CMSP-CFSE con CMSP-iTreg de co-cultivos con péptidos E7, en presencia y ausencia de
CEM-MON vy anti-CD3/CD28, se observo un ligero incremento en la proliferacion de los

linfocitos respondedores (Figura 33).
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Figura 33. Capacidad inmunosupresora de las células iTreg derivadas del cultivo de CMSP de una
donadora sana con CEM-MON (04-09). CMSP de una donadora normal se marcaron con CFSE (linfocitos
respondedores) y se co-cultivaron en proporcion 10:1 con CMSP-iTreg. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4
dias en presencia de 10ug/ml de PHA y posteriormente se determind el porcentaje de células proliferantes
(indicado sobre las barras). La proliferacion de CMSP en ausencia (amarillo) o en presencia de PHA (morado,
valor de referencia) representan los testigos (-) y (+) respectivamente. Los valores sobre las barras indican los
porcentajes de células proliferantes con respecto a las CMSP.

En otro experimento realizado con CMSP-iTreg derivados del co-cultivo de CMSP de una
donadora normal con CEM-MON (01-10), se observd que en la mayoria de los casos, los
CMSP-iTreg produjeron disminucion en el numero de células proliferantes respecto al cultivo
de referencia (63.46%), en siete de los casos hubo inhibicion de la proliferacion en mas del

50%, encontrandose valores de 17-32% de células proliferantes. Solo en el caso de las células
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Treg derivadas del cultivo de CMSP con péptidos E6 y anti-CD3/CD28 se observo incremento

en el nimero de células proliferantes respecto al valor de referencia con un 75.39% (Figura 34).
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Figura 34. Capacidad inmunosupresora de las células iTreg derivadas del cultivo de CMSP de una
donadora sana con CEM-MON (01-10). CMSP de una donadora normal se marcaron con CFSE (linfocitos
respondedores) y se co-cultivaron en proporcion 10:1 con CMSP-iTreg. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4
dias en presencia de 10pg/ml de PHA y posteriormente se determind el porcentaje de células proliferantes
(indicado sobre las barras). La proliferacion de CMSP en ausencia (amarillo) o en presencia de PHA (morado,
valor de referencia) representan los testigos (-) y (+) respectivamente. Los valores sobre las barras indican los
porcentajes de células proliferantes con respecto a las CMSP.

En otro cultivo de linfocitos respondedores de una paciente con CaCu (09-10) con las CMSP-
iTerg provenientes del co-cultivo con CEM- MON (01-10) se encontré que la adicion de
CMSP-iTreg obtenidas de las diferentes condiciones de co-cultivo, indujeron un mayor

porcentaje de células proliferantes respecto al valor de referencia (21.97%) (Figura 35).
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Figura 35. Capacidad inmunosupresora de las células iTreg derivadas del cultivo de CMSP de una paciente
con CaCu (09-10) con CEM-MON (01-10). CMSP de una donadora normal se marcaron con CFSE (linfocitos
respondedores) y se co-cultivaron en proporcion 10:1 con CMSP-iTreg. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4
dias en presencia de 10pg/ml de PHA y posteriormente se determind el porcentaje de células proliferantes
(indicado sobre las barras). La proliferacion de CMSP en ausencia (amarillo) o en presencia de PHA (morado,
valor de referencia) representan los testigos (-) y (+) respectivamente. Los valores sobre las barras indican los

porcentajes de células proliferantes con respecto a las CMSP.

A. 2) Capacidad inmunosupresora de las CMSP-iTreg derivadas de cultivos en presencia de

CEM-CN.

En el cultivo de linfocitos respondedores de la donadora control con CMSP-iTreg provenientes

de los co-cultivos con CEM-CN (01-08), se observo que la cantidad de células proliferantes

encontradas en cultivo de referencia de los linfocitos respondedores fue de 50.55%. Soélo las

células CMSP-iTreg derivadas del co-cultivo de CMSP+péptidos de E7+CEM-CN redujeron el

numero de células proliferantes a mas de la mitad del valor de referencia, dando un valor de
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21.28%. Mientras que en todos los demds casos, las CMSP-iTreg incrementaron la

proliferacion de los linfocitos respondedores entre un 56-91.35% (Figura 36).
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Figura 36. Capacidad inmunosupresora de las células iTreg derivadas del cultivo de CMSP de una
donadora sana con CEM-CN (01-08). CMSP de una donadora normal se marcaron con CFSE (linfocitos
respondedores) y se co-cultivaron en proporcion 10:1 con CMSP-iTreg. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4
dias en presencia de 10pug/ml de PHA y posteriormente se determind el porcentaje de células proliferantes
(indicado sobre las barras). La proliferacion de CMSP en ausencia (amarillo) o en presencia de PHA (morado,
valor de referencia) representan los testigos (-) y (+) respectivamente. Los valores sobre las barras indican los
porcentajes de células proliferantes con respecto a las CMSP.

En el co-cultivo heter6logo de linfocitos respondedores de la donadora control con las CMSP-

iTreg derivadas de los co-cultivos de CMSP de una donadora sana con CEM-CN (02-08), se

observo un ligero efecto inhibitorio sobre la proliferacion de los linfocitos respondedores al

utilizar CMSP-iTreg derivados del cultivo de CMSP con péptidos E6 y E7 en presencia y

ausencia de CEM-CN respecto al valor de referencia de 53.5%, encontrandose los valores entre

49.06% y 53.14%; mientras que en los demads casos, la adicion de CMSP-iTreg, derivados de
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las condiciones restantes, incrementd ligeramente la proliferacion de los linfocitos

respondedores, obteniéndose valores entre 54-67% (Figura 37).
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Figura 37. Capacidad inmunosupresora de las células iTreg derivadas del cultivo de CMSP de una
donadora sana con CEM-CN (02-08). CMSP de una donadora normal se marcaron con CFSE (linfocitos
respondedores) y se co-cultivaron en proporcion 10:1 con CMSP-iTreg. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4
dias en presencia de 10pug/ml de PHA y posteriormente se determind el porcentaje de células proliferantes
(indicado sobre las barras). La proliferacion de CMSP en ausencia (amarillo) o en presencia de PHA (morado,
valor de referencia) representan los testigos (-) y (+) respectivamente. Los valores sobre las barras indican los
porcentajes de células proliferantes con respecto a las CMSP.

A. 3) Capacidad inmunosupresora de las células CMSP-iTreg derivadas de cultivos en
presencia de CEM-NIC.

En el cultivo de linfocitos respondedores de la donadora normal control con las CMSP-iTreg
obtenidas de los co-cultivos de CMSP con CEM-NIC (02-09), se encontrdé disminucion en el
nimero de células proliferantes respecto al valor de referencia (54.97%) en 7 de las
condiciones empleadas, encontrandose valores de 40.51-53.69%. Las CMSP-iTreg derivados

del co-cultivo de CMSP+CEM-NIC+péptidos de E7 y anti-CD3/CD28 fueron los que
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produjeron la mayor supresion de la proliferacion, obteniéndose el valor de 40.51%. Por otro

lado, en cinco casos se encontré mayor proliferacion respecto al control (55-65%) (Figura 38).
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Figura 38. Capacidad inmunosupresora de las células iTreg derivadas del cultivo de CMSP de una
donadora sana con CEM-NIC (02-09). CMSP de una donadora normal se marcaron con CFSE (linfocitos
respondedores) y se co-cultivaron en proporcion 10:1 con CMSP-iTreg. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4
dias en presencia de 10pg/ml de PHA y posteriormente se determind el porcentaje de células proliferantes
(indicado sobre las barras). La proliferacion de CMSP en ausencia (amarillo) o en presencia de PHA (morado,
valor de referencia) representan los testigos (-) y (+) respectivamente. Los valores sobre las barras indican los
porcentajes de células proliferantes con respecto a las CMSP.

En otro experimento con linfocitos respondedores de la donadora control y CMSP-iTreg

obtenidos de los co-cultivos con CEM-NIC (03-09), se observo una reduccion importante en el

nimero de células proliferantes, respecto al control positivo (53.86%), cuando se adicionaron

CMSP-iTreg derivadas de cultivos en los cuales las CEM-NIC estaban presentes; en estos

casos se encontraron valores entre 19.63-39.47%. En el caso de las CMSP-iTreg derivadas del

cultivo de CMSP+péptidos de E6 y anti-CD3/CD28 se encontrd un incremento en el nimero de

células proliferantes (Figura 39).
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Figura 39. Capacidad inmunosupresora de las células iTreg derivadas del cultivo de CMSP de una
donadora sana con CEM-NIC (03-09). CMSP de una donadora normal se marcaron con CFSE (linfocitos
respondedores) y se co-cultivaron en proporcion 10:1 con CMSP- iTreg. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4
dias en presencia de 10pug/ml de PHA y posteriormente se determiné el porcentaje de células proliferantes
(indicado sobre las barras). La proliferacion de CMSP en ausencia (amarillo) o en presencia de PHA (morado,
valor de referencia) representan los testigos (-) y (+) respectivamente. Los valores sobre las barras indican los
porcentajes de células proliferantes con respecto a las CMSP.

A. 4) Capacidad inmunosupresora de las células CMSP-iTreg derivadas de cultivos con CEM-
CaCu.

En el cultivo de linfocitos respondedores de la donadora sana con CMSP-iTreg de un co-cultivo
de CMSP de esta donadora con CEM-CaCu (22-08), se encontré que las CMSP-iTreg
derivadas de co-cultivos de CMSP con péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 y CEM-
CaCuy, inhibieron la proliferacion de los linfocitos respondedores respecto al valor de referencia

(54.11%), encontrandose valores entre 19.74-40.81%. En los demas casos, los valores de

66



linfocitos proliferantes

63.25-89.15% de células proliferantes (Figura 40).
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Figura 40. Capacidad inmunosupresora de las células iTreg derivadas del cultivo de CMSP de una
donadora sana con CEM-CaCu (22-08). CMSP de una donadora normal se marcaron con CFSE (linfocitos
respondedores) y se co-cultivaron en proporcion 10:1 con CMSP-iTreg. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4
dias en presencia de 10pug/ml de PHA y posteriormente se determind el porcentaje de células proliferantes
(indicado sobre las barras). La proliferacion de CMSP en ausencia (amarillo) o en presencia de PHA (morado,
valor de referencia) representan los testigos (-) y (+) respectivamente. Los valores sobre las barras indican los
porcentajes de células proliferantes con respecto a las CMSP.

En otro cultivo de linfocitos respondedores de la donadora sana testigo con CMSP-iTreg

provenientes de un co-cultivo de CMSP+CEM-CaCu (31-09), se observo que en todos los

casos las CMSP-iTreg disminuyeron la proliferacion encontrada en los linfocitos respondedores

de referencia (30.99%), encontrandose valores de proliferacion entre 11.12-24.18% (Figura

41).
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Figura 41. Capacidad inmunosupresora de las células iTreg derivadas del cultivo de CMSP de una
donadora sana con CEM-CaCu (31-09). CMSP de una donadora normal se marcaron con CFSE (linfocitos
respondedores) y se co-cultivaron en proporcion 10:1 con CMSP-iTreg. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4
dias en presencia de 10pg/ml de PHA y posteriormente se determind el porcentaje de células proliferantes
(indicado sobre las barras). La proliferacion de CMSP en ausencia (amarillo) o en presencia de PHA (morado,
valor de referencia) representan los testigos (-) y (+) respectivamente. Los valores sobre las barras indican los

porcentajes de células proliferantes con respecto a las CMSP.

Por ultimo, en el experimento de linfocitos respondedores de una paciente con CaCu en

presencia de las CMSP-iTreg que estuvieron en co-cultivo con CEM-CaCu (31-09), se

encontrd que en todos los casos las CMSP-iTreg disminuyeron la proliferacion detectada en el

cultivo de referencia (29.76%), encontrandose valores de 3.3-21.17%, siendo que en varios de

los casos, las CMSP-iTreg derivadas de los co-cultivos donde estuvieron presentes las CEM-

CaClu, se observo una mayor disminucion (Figura 42).
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Figura 42. Capacidad inmunosupresora de las células iTreg derivadas del cultivo de CMSP de una paciente
con CaCu (07-10) con CEM-CaCu (31-09). CMSP de una donadora normal se marcaron con CFSE (linfocitos
respondedores) y se co-cultivaron en proporcion 10:1 con CMSP-iTreg. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4
dias en presencia de 10ug/ml de PHA y posteriormente se determind el porcentaje de células proliferantes
(indicado sobre las barras). La proliferacion de CMSP en ausencia (amarillo) o en presencia de PHA (morado,
valor de referencia) representan los testigos (-) y (+) respectivamente. Los valores sobre las barras indican los

porcentajes de células proliferantes con respecto a las CMSP.

Las tablas 5 y 6 resumen los porcentajes de linfocitos Treg inducidos (CMSP-iTreg) con
fenotipo CD4'CD25"&"FoxP3" (Figuras 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30) y con fenotipo
CD4'CD25"&"FoxP3"CD45RO" (Figuras 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31)

respectivamente, al co-cultivar las diferentes estirpes de CEM de tejido normal (cérvix normal

(2) y médula 6sea(2)) y de neoplasias de cuello uterino (NIC (2) y CaCu (2)) con CMSP de una

donadora normal (tomada como control ) y de dos pacientes con CaCu.
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Tabla 5. Porcentaje de linfocitos Treg inducidos con fenotipo CD4*CD25""FoxP3*, obtenidos a partir de co-cultivos de células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) con diferentes estirpes de células estromales mesenquimales (CEM). CMSP de una
donadora sana (CMSP-DN) o de pacientes con CaCu se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de diferentes estirpes CEM (médula
osea normal (MON), cérvix normal (CN), neoplasia intraepitelial cervical (NIC) y cancer cérvico-uterino (CaCu)) en proporcion 10:1;
de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16; o de perlas conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica. Los numeros en rojo
muestran los porcentajes de Treg iguales o mayores a los reportados por Visser et al., 2007 bajo las mismas condiciones.

Estirpes celulares de CEM y fuente de CMSP empleadas para la induccion de linfocitos T reguladores
Condicién de CEMC
Cultivo del CEM-MON CaCu
origen de CEM-MON CEM-MON 01-10 CEM-CN CEM-CN CEM-NIC CEM-NIC CEM-CaCu | CEM-CaCu 31-09
g (04-09) (01-10) P( C % (01-08) (02-08) (02-09) (03-09) (22-08) (31-09) (CN'ISP)
Treg CMSP-DN | CMSP-DN ?g'g_l%) “ | CMSP-DN | CMSP-DN | CMSP-DN | CMSP-DN | CMSP-DN | CMSP-DN | , -'*'-
(07-09)
cMsp 0 0 0 0.15 0.02 0.60 0.04 0.06 0.10 0
CMSP+CEM 0.12 0.01 0 0.66 0.05 0.51 0.03 0.02 0.34 0.02
CMSP+ES 0.11 0.09 0.01 0.35 0.04 0.53 0.04 0.17 0.12 0.06
CMSP+CEM+E6 | 0.12 0.04 0.06 0.76 0.05 0.80 0.07 0.01 0.16 0.05
CMSP+ET 0.04 0.15 0.05 0.26 0.03 0.94 0.04 0.01 0.04 0.11
CMSP+CEM+E7 | 0.08 0.18 0.10 0.19 0.07 0.79 0.06 0.07 0.25 0.05
Coacoms | 2601 429 11.09 | 17.46 2.47 27.10 6.99 139 21.09 | 1520
o acops | 1647 6.93 8.71 3.80 0.20 5.54 0.88 0.25 2.64 7.06
atrobaopss | 4341 6.88 16.33 17.08 4.73 28.11 439 0.30 2544 | 1628
e by | 25.3 3.03 11.53 5.24 0.15 7.45 0.92 0.84 4.86 7.44
i Coweoss | 3043 6.22 13.60 | 21.36 4.97 23.53 4.19 5.03 19.23 | 1348
e eaenes | 1914 | 15.08 8.78 10.39 0.26 9.08 1.75 0.69 6.50 11.83
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Tabla 6. Porcentaje de linfocitos Treg de memoria inducidos con fenotipo CD4*CD25"¢"FoxP3*CD45R0O", obtenidos de co-
cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) con diferentes estirpes de células estromales mesenquimales
(CEM). CMSP de una donadora sana (CMSP-DN) o de pacientes con CaCu se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de diferentes
estirpes CEM ( médula 6sea normal (MON), cérvix normal (CN), neoplasia Intraepitelial cervical (NIC) y cancer cérvico-uterino
(CaCu) en proporcion 10:1; de péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16; o de perlas conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica.
Los nimeros en rojo muestran los porcentajes de Treg de memoria iguales o mayores a los detectados en el estandar de referencia en
ausencia de estimulo (0.025) o en presencia del estimulo con Dynabeads conteniendo anticuerpos anti-CD3/CD28 (0.62). Los numeros
en rojo muestran las condiciones de cultivo en donde la presencia de CEM indujo un mayor porcentaje de Treg.

Condicién de Estirpes celulares de CEM y fuente de CMSP empleadas para la induccion de linfocitos T reguladores de memoria
Cultivo del CEM-
: d CEM-MON CEM-MON CEM-MON CEM-CN CEM-CN CEM-NIC CEM-NIC CEM-CaCu | CEM-CaCu CaCu
origen de (04-09) (01-10) (01-10) (01-08) (02-08) (02-09) (03-09) (22-08) (31-09) (31-09)
TreQ CMSP-DN CMSP-DN Pac. CaCu CMSP-DN CMSP-DN CMSP DS CMSP-DN CMSP-DN CMSP-DN CMSP
Pac. CaCu
CMsP 0 0 0.00 0.00 0.02 0.00 0.04 0.02 0.00 0.00
CMSP+CEM 0 0 0.00 0.13 0.05 0.39 0.02 0.01 0.01 0.01
CMSP+E6 0.1 0.09 0.01 0.01 0.04 0.14 0.02 0.03 0.09 0.09
CMSP+CEM+E6 0.11 0.04 0.06 0.07 0.05 0.56 0.06 0.01 0.02 0.05
CMSP+E7 0.04 0.13 0.05 0.02 0.03 0.20 0.01 0.01 0.02 0.11
CMSP+CEM+E7? 0.07 0.16 0.10 0.19 0.06 0.61 0.04 0.03 0.08 0.05
CMSP+anti-
s 0.15 0.03 0.08 0.00 2.19 0.48 1.01 0.04 0.03 0.01
CMSP+CEM
ami_cga,Cng 0.03 0.01 0.05 0.03 0.17 1.34 0.11 0.06 0.03 0.03
CMSP+E6+
anti-CD3/CD28 0.09 0.08 0.09 0.00 4.21 0.38 2.11 0.01 0.01 0.38
CMSP+CEM+E6
anti-CDa/CD28 0.31 0.04 0.27 0.06 0.14 2.17 0.25 0.24 0.07 0.16
CMSP+ET7+anti-
CDICDIE 0.01 0.03 0.07 0.01 4.03 0.86 0.81 0.29 0.02 0.10
CMSP+CEM+E7
+anti-CD3/CD28 0.25 0.06 0.37 0.07 0.23 2.40 0.20 0.24 0.12 0.22
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La actividad inhibitoria de los Treg inducidos (iTreg) en los diferentes co-cultivos de CMSP

con las diferentes estirpes de CEM (Figuras 33-42) es mostrada en la Tabla 7. En esta tabla se

aprecia de manera relevante que las poblaciones de iTreg que inhibieron en mayor grado la

proliferacion de CMSP de la donadora normal control fueron las que derivaron de los cultivos

en presencia de CEM-CaCu (31-09), NIC (03-09) y MON (01-10); mientras que los iTreg

derivados de los cultivos de CEM-CaCu (31-09) fueron quienes inhibieron en mayor grado la

proliferacion de CMSP derivadas de una paciente con CaCu.

estromales mesenquimales. CMSP de una donadora sana o de una paciente con CaCu se marcaron con CFSE

condiciones de cultivo como se indica. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4 dias en presencia de 10pg/ml de

Tabla 7. Capacidad inmunosupresora de linfocitos iTreg contenidos en las poblaciones de células
mononucleares de sangre periférica (CMSP-iTreg) cultivadas en presencia de diferentes estirpes de células

(linfocitos respondedores) y se co-cultivaron en proporcion 10:1 con CMSP-iTreg obtenidos de diferentes

PHA y posteriormente se determiné el porcentaje de linfocitos respondedores proliferantes mediante citometria de

flujo. Control +, representa el porcentaje de linfocitos respondedores proliferantes en ausencia de CMSP-iTreg.

Los valores en rojo muestran la inhibicion de la proliferacién >30% respecto al control + de referencia.

Estirpes celulares de CEM empleadas para la induccion de linfocitos T reguladores

Condicion Fuente de CMSP sobre las cuales se evalu6 el efecto inmunosupresor de las CMSP-iTreg
de Cultivo CEM-MON CEM-CaCu
del origen CEM-MON CEM-MON (01-10) CEM-CN CEM-CN CEM-NIC CEM-NIC CEM-CaCu CEM-CaCu (31-09)
(0409) (01-10) CMSP-Pac. (01-08) (02-08) (02-09) (03-09) (22-08) (31-09) CMSP
de Treg CMSP DN CMSP DN CaCu CMSP DN CMSP DN CMSP DN CMSP DN CMSP DN CMSP DN Pac. CaCu
(09-10) (07-09)
oot 56.45 63.46 21.97 50.55 53.5 54.97 53.86 54.11 30.99 29.76
CMSP 41.51 28.61 30.08 60.92 62.62 50.03 51.03 85.99 14.16 11.25
CMSP+CEM 48.64 27.37 52.68 78.53 66.79 65.01 19.63 86.05 22.98 3.3
CMSP+E6 44.78 31.93 34.59 83.37 51.45 50.62 39.47 89.15 18.53 18.95
CMSFCEM* 1 26.52 2559 | 3499 | 64.81 49.06 | 53.69 | 47.04 | 3972 | 16.79 7.79
CMSP+E7 4551 43.04 30.46 56.79 53.14 49.99 26.55 76.9 14.43 17.12
CMSPECEM® 1 40.14 2429 | 4059 | 2128 | 53.04 | 57.84 | 3229 | 2358 | 19.17 7.01
CMSP+anti-
CD3/oDo8 51.78 17.6 49.46 84.52 56.87 44.4 53.62 63.25 22.86 5.74
CMSP+CEM+
anti- 41.39 37.72 53.4 84.25 54.25 59.47 34.32 23.81 14.38 15.84
CD3/CD28
CMSP+E6+
anti- 52.38 75.39 52.68 75.68 61.05 55.04 67.29 68.25 21.45 3.42
CD3/CD28
CMSP+CEM+
E6+anti- 45.47 35.4 44.17 74.55 56.07 48.64 27.81 40.81 11.12 10.16
CD3/CD28
CMSP+E7+
epacoes | 7673 34.28 59.42 59.67 64.86 57.2 20.49 78.33 19.46 9.47
CMSP+CEM+
E7+anti- 73.42 25.92 52.81 85.56 56.71 40.51 26.61 19.74 14.47 14.68
CD3/CD28
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DISCUSION.

A pesar de los avances importantes en la comprension de los mecanismos que conducen a la
inmunidad tumoral aun existen una serie de obsticulos que dificultan el éxito de una
inmunoterapia eficaz. Estos obstaculos incluyen la capacidad de los tumores para promover un
microambiente tolerante y la activacion de mecanismos inmunosupresores que actian para
contrarrestar la respuesta en contra de ellos. Los diferentes mecanismos utilizados por los
tumores para neutralizar dicha respuesta incluyen la deficiencia en la presentacion de
antigenos, la activacion de sefiales co-estimuladoras que inhiben la respuesta inmune y la
sintesis de moléculas inmunosupresoras, entre otras (Rabinovich et al., 2007). Ademas,
recientemente se ha descrito la influencia de poblaciones de células reguladoras que pueden
contribuir a la inmunosupresion, entre las cuales se encuentran las células T reguladoras, las
células NK, subconjuntos de células dendriticas inmaduras tales como las células dendriticas
plasmacitoides, los macrofagos asociados a tumores (Rabinovich et al., 2007), fibroblastos y
células estromales mesenquimales (CEM) (English et al.,2008). Durante la ultima década, se ha
confirmado la hipotesis de que los tumores pueden alterar la inmunidad antitumoral
promoviendo la expansion, el reclutamiento y la activacion de distintas poblaciones de
linfocitos Treg (Sakaguchi, 2004, Zou, 2005). De hecho, se ha evidenciado un incremento en el
nimero de células Treg en sangre periférica de pacientes con diferentes tipos de cancer

conforme avanza la enfermedad (Wolf et al., 2003).

Por otra parte, se sabe que el cancer cérvico-uterino (CaCu) puede surgir como el resultado de
una infeccion persistente con tipos de alto riesgo de HPV, en particular de los tipos 16 y 18
(Bosch et al., 1995). Las proteinas E6 y E7 del HPV juegan un papel muy importante en la
carcinogénesis y en las lesiones pre-malignas del cuello uterino (Zur, 2000). Debido a que las
proteinas del HPV son extrafias al organismo, se esperaria que el sistema inmune respondiera
en contra de estos antigenos cuando son expresados en el cuello uterino, pero en los pacientes
con lesiones genitales por HPV muestran un perfil de citocinas no inflamatorias lo que indica
que el desarrollo del CaCu esta asociado a un fracaso de la respuesta de las células T en contra
de la infeccion por HPV (van der Burg et al., 2007).Ademas, se ha descrito que la induccion de
linfocitos Treg antigeno-especificos y su influjo en el tumor y ganglios linfaticos de pacientes

con CaCu avanzado puede ser uno de los factores relevantes en la supresion de la respuesta
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antigeno especifica en este tipo de tumor (Visser et al., 2007 y Molling et al., 2007). De hecho
se ha propuesto que las mismas células malignas del cuello uterino, al producir grandes
cantidades de TGF-p, sean las principales inductoras de células Treg (Sheu et al., 2001 y Rao
et al., 2005). Sin embargo, en estudios recientes se ha demostrado que la eliminacion de
tumores de cuello uterino por quimio y radioterapia, reduce de manera modesta las frecuencias

de células con fenotipo regulador CD4"CD25"e"

(Visser et al., 2007), lo que sugiere que
existen otros mecanismos que pueden participar de manera importante en la induccién de

células Treg en este tipo de tumor.

Por otra parte, se ha postulado que las CEM participan en la generacion de linfocitos Treg en
los tumores, debido a que éstas, ademas de ser ubicuas en diferentes tejidos y soportar la
hematopoyesis en la médula Osea, se caracterizan por tener actividad inmunosupresora y por su
capacidad de inducir, reclutar y mantener la funcion reguladora de linfocitos Treg (Dominici et
al 2006; Prevosto et al., 2007; Di Ianni et al., 2008). De acuerdo con esta ultima aseveracion,
en el presente estudio se analizd la capacidad de CEM obtenidas de neoplasias de cuello uterino
(NIC y CaCu) asi como de tejido normal (cérvix y médula 6sea) para inducir linfocitos Treg.
Para probar esta hipdtesis, se establecieron co-cultivos de CMSP de donadoras sanas y de
pacientes con CaCu con las diferentes CEM. Asimismo, tomando en consideracion que en
sangre periférica de pacientes con CaCu se ha reportado la presencia de linfocitos T
reguladores con especificidad al estimulo con péptidos antigénicos derivados de proteinas
oncogénicas de HPV-16 (Welters et al., 2008), también se evalud si bajo las condiciones de co-
cultivo de CEM-CMSP, la presencia de péptidos derivados de las proteinas oncogénicas E6 y
E7 de HPV-16 favorecia la induccién de linfocitos Treg de memoria. Adicionalmente, se
evalud si el estimulo con los anticuerpos anti-CD3/CD28 favorecian la induccion de las

poblaciones de linfocitos Treg.

Tomando en consideracién que el potencial bioldgico inmunosupresor de las CEM se ha
asociado con las caracteristicas intrinsecas de estos tipos celulares, como son el tamafio celular,
el fenotipo y su capacidad de diferenciacion a otros tipos celulares como son los adipocitos,
condoblastos y osteblastos, las poblaciones de CEM obtenidas de los tejidos cervicales fueron
inicialmente caracterizadas. Para determinar la morfologia y tamafio de las CEM generadas

para nuestro estudio, utilizamos una nomenclatura de 8 diferentes formas y tamafos reportada
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previamente para CEM de médula 6sea (Montesinos et al., 2009). En nuestro estudio
encontramos una gran heterogeneidad en las formas y tamafios de las estirpes celulares de CEM
derivadas de tejido cervical normal, de NIC y CaCu, en donde las formas pequenas, romboides
y triangulares predominaron con porcentajes desde 27-55%. Cabe mencionar que estos tipos
morfologicos en estirpes celulares de CEM obtenidas de diversas fuentes han sido descritos
como los mas proliferativos y con mayor capacidad de renovacion (Colter et al., 2000; Colter et
al., 2001; Smith et al., 2004; Lee et al., 2006; Marcov et al., 2007), lo cual es acorde con lo
observado en nuestros cultivos celulares de CEM. Ademas de ello, todas las estirpes de CEM
obtenidas expresaron, en altos porcentajes, los marcadores CD90, CD73 y CD105 al igual que
las estirpes de CEM derivadas de médula 6sea que fueron utilizadas como testigos en los
ensayos funcionales. De acuerdo con la Sociedad Internacional de Terapia Celular, estos
marcadores celulares constituyen el fenotipo principal de las CEM (Dominici et al., 2006). En
el caso particular de CEM de médula o6sea, los marcadores predominantes fueron CD73 y
CD90 mientras que en aquellas derivadas de los tejidos cervicales, se encontré que CD73 es el
principal antigeno de superficie que se presenta, lo cual pudiera tener una implicacién
importante en otro mecanismo de supresion de la proliferacion linfoide a través de la
generacion de adenosina, un potente inhibidor de la proliferacion de linfocitos T, producido por
células tumorales y linfocitos Treg (Jin et al., 2010, Sitkovsky et al., 2008). La expresion de
CD13 y CD44 también fue encontrada en un alto porcentaje de las CEM obtenidas de los
tejidos cervicales; la expresion de estos marcadores también ha sido reportada para estirpes de
CEM obtenidas de médula d6sea y sangre de cordon umbilical (Fajardo-Ordufia GR 2008) asi
como en CEM de diferentes fuentes celulares (Lee et al., 2004, Marcov et al., 2007); lo que

podrian constituir nuevos marcadores para la caracterizacion de las CEM.

Ademas de la forma y fenotipo que caracterizan a las células mesenquimales, la capacidad de
diferenciacion de las CEM hacia los linajes osteogénico, adipogénico y condrogénico fue
determinada en las CEM obtenidas de los tejidos cervicales. En nuestro estudio se emplearon
métodos de tincion, previamente utilizados para caracterizar CEM de tejido cervical (Sun et al.,
2010) para detectar caracteristicas propias de las células diferenciadas. La diferenciacion de las
CEM-CN, CEM-NIC y CM-CaCu a osteoblastos fue determinada mediante la tincién con Von
Kossa la cual fue evidenciada por la presencia de depositos de calcio encontrados en forma de

estrias o pequefias motas en todas las estirpes celulares analizadas que fueron cultivadas con
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medio de induccién especifico. En el caso particular de CEM-CN fue notoria la presencia de
una mayor cantidad de depdsitos de calcio, sugiriendo mayor potencial de diferenciacion de

estas estirpes celulares hacia este linaje.

Por otra parte, para determinar la capacidad de diferenciacion adipogénica, las CEM fueron
tefiidas con rojo oleoso. En el caso particular de las CEM-MO, éstas formaron adipocitos con
vacuolas lipidicas bien definidas, sin embargo las CEM provenientes de los tejidos cervicales
unicamente mostraron pequefias motas positivas a la tincion con el colorante. Este mismo
patron de tincion fue encontrado por Sun et al., 2010 en CEM provenientes de tejido de CaCu.
Otros grupos han relacionado la capacidad de diferenciacion adipocitica con caracteristicas
inmunofenotipicas de las células, como lo es la expresion del marcador CD90 y la capacidad de
formar adipocitos (Chang et al., 2006), no obstante en un estudio previo, al igual que lo
encontrado por nosotros, CEM derivadas de sangre de cordon umbilical fueron positivas a
CD90 pero no fueron capaces de formar vesiculas lipidicas como en aquellas provenientes de
médula 6sea (Fajardo-Ordufia GR 2008). Sugiriendo diferentes capacidades de las CEM para

diferenciarse a adipocitos, lo cual puede estar asociado al tejido de origen.

La capacidad de diferenciacion hacia condorcitos también fue evidenciada en todas las estirpes
celulares de CEM, debido a que las células cultivadas con el medio de diferenciacion especifico
favorecid su crecimiento en micromasa y la tincidon especifica con azul anciano de cortes
histologicos de estas micromasas fueron positivas en todos los casos, lo cual es tipico de los
tejidos cartilaginosos. De hecho la propiedad de CEM de varias fuentes celulares para
diferenciarse a cartilago ha sido considerada para su uso en el reemplazo de tejidos daniados
(Montesinos et al., 2009) y en tejido genital pudiera estar asociado con la formacion de estroma

de soporte para el desarrollo tumoral (Sun et al., 2010).

En nuestro estudio ademds de corroborar el potencial de diferenciacion de las CEM obtenidas
de tejido cervical normal y con lesiones de NIC y CaCu, también estudiamos la capacidad de
estas células para inducir in vitro poblaciones de Treg con fenotipo CD4"CD25"¢"FoxP3" y
CD4'CD25"€"FoxP3* CD45RO" a partir de CMSP en presencia de péptidos antigénicos de las
proteinas E6 y E7 de HPV-16. Los porcentajes de Treg inducidos en los cultivos celulares,

fueron comparados con un valor estandar establecido por el porcentaje basal de Treg
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encontrados en las CMSP de una donadora normal. El porcentaje basal encontrado en la
donadora normal fue de 0.1% para el fenotipo CD4'CD25"¢"FoxP3* y de 0.025 para el
fenotipo CD4"CD25"€"FoxP3"CD45RO" respecto a la poblacion total de CMSP. Estos valores
contrastan con valores de referencia en donadoras normales reportados por Visser et al., (2007),
quien encontré un promedio de 0.6% (0.2-1.2%) de la poblacion Treg con fenotipo
CD4/CD25"eh respecto a la poblacion total de CMSP. En otro estudio realizado por English et
al., (2009), reporté que a partir de poblaciones purificadas de CD4", la induccién de células
Treg con fenotipo CD4"CD25™" fue de 1.46% en los co-cultivos de CD4" con las CEM
durante 3 dias. En nuestro estudio, la caracterizacion del fenotipo fue mas selectiva, ya que
incluyé de manera adicional a los marcadores FoxP3 y CD45RO. Tomando en cuenta los
valores estandar de referencia, se observo que las estirpes de CEM-MON (04-09); CEM-CN
(01-08); CEM-NIC (02-09) y CEM-CaCu (31-09), Figuras 12, 18, 22 y 28 respectivamente y

hehEoxP3" a partir

Tabla 5, indujeron los porcentajes mas altos de Treg con fenotipo CD4 CD25
de los co-cultivos con CMSP de la donadora normal y de una paciente con CaCu. De manera
interesante, se encontré que la adicion de las diferentes estirpes de CEM y de los péptidos
antigénicos E6 y E7 HPV-16 en los co-cultivos celulares, se indujo un incremento en la
poblacion de los linfocitos Treg con fenotipo de memoria CD4'CD25"€"FoxP3*CD45RO"
(Tabla 6) comparado con los porcentajes encontrados en los cultivos de CMSP donde sélo se
adicionaron las CEM o los péptidos de manera independiente. Sugiriendo entonces que la
aparicion de la poblacion Treg de memoria no solo requiere del efecto inductor de Treg por las
CEM a través de factores solubles, sino también de la presencia del antigeno especifico. Al
respecto, Djouad et al., (2007) y Prevosto et al., (2007) han reportado que las CEM producen
una variedad de factores que pueden promover la induccion de Treg como lo es TGF-3 e IL-10,
no obstante la produccion de altos niveles de IL-6 por las CEM puede modificar la induccion
de Treg y favorecer la presencia de células Th17 (Yang et al., 2008). De acuerdo a ello, resulta
interesante evaluar en estudios posteriores si los patrones de citocinas producidos por las
diferentes estirpes de CEM y los generados durante el tiempo del co-cultivo con las CMSP
pueden modificar el fenotipo y frecuencia de las Treg inducidas, lo que podria explicar las
diferencias encontradas en las frecuencias de Treg y Treg de memoria entre las diferentes
condiciones de cultivo manejadas en este estudio. Por otra parte, se ha reportado que la
persistencia de la infeccion por HPV-16 correlaciona con la frecuencia de linfocitos Treg

CD4'CD25" encontrados en sangre periférica de pacientes con neoplasia intraepitelial cervical
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(Molling et al 2007) y en pacientes con cancer avanzado (Visser et al 2007). Asimismo, a
pacientes con cancer cervical, a quienes se les habia extirpado el tumor y posteriormente se les
vacuno con péptidos de 25-35 aminoécidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16, desarrollaron
inmunidad antigeno especifica efectora y eventualmente la aparicion de linfocitos Treg
antigeno especificos con fenotipo CD4 CD25 FoxP3" (Welters et al., 2008). En otro estudio,
se encontré que linfocitos T CD4'CD25 FoxP3" extraidos de nodulos linfaticos de pacientes
con cancer cervical, ejercen su efecto inmunosupresor dependiente de la activacion con
péptidos E6 y E7 de HPV-16 (van der Burg et al., 2007). Estas evidencias y lo reportado por
varios autores respecto a la induccion de Treg in vitro cuando se cultivan CEM con CMSP en
cultivos a corto plazo (Prevosto et al 2007, Di Ianni et al., 2008, English et al., 2009) apoyan la
hipotesis de que la conjuncion de CEM con CMSP en presencia de péptidos antigénicos de las
proteinas E6 y E7 de HPV-16 en el sistema de cultivo empleado en este estudio, es esencial

para la induccién de poblaciones de Treg a partir de CMSP (CMSP-iTreg).

Este fenomeno puede extrapolarse hacia las condiciones in vivo e in situ, donde infecciones
persistentes en epitelio del cuello uterino producidas por HPV de alto riesgo, junto a la
presencia de poblaciones de CEM, pueden participar fuertemente en la induccion de diferentes
poblaciones de Treg, dependiendo de la persistencia de la infeccidon, como ocurre de manera

natural durante el desarrollo de la neoplasia cervical.

Por otra parte, la induccion de linfocitos Treg bajo la presencia del estimulo con Dynabeads
conteniendo anticuerpos anti-CD3/CD28, incremento el porcentaje de las células Treg de los
fenotipos CD4'CD25"€"FoxP3" y CD4'CD25"FoxP3"CD45RO", teniendo valores estandar
de 18.35% y de 0.62% respectivamente en CMSP de la donadora normal. Estos valores
incrementados de Treg pueden deberse a la activacion inespecifica dada por los anticuerpos
anti-CD3/CD28 como reportado por Abraham et al., (2008). Ademas, bajo estas condiciones de
activacion en los cultivos celulares, no pudo vislumbrarse el efecto antigeno especifico dado
por la adicion de los péptidos antigénicos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16, puesto que no
se encontraron diferencias respecto a las condiciones de cultivo donde se adicionaron CEM o

péptidos de manera independiente (tablas 5y 6).
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Por otro lado, en varios estudios se ha demostrado que el efecto inmunoregulador de las CEM
puede llevarse a cabo a través del contacto directo con las células blanco y mediante la
secrecion de diversos factores solubles (Bath et al., 2005; Di Ianni et al., 2008). Asimismo, en
estudios hechos en modelos in vivo se ha demostrado que las CEM favorecen el desarrollo de
una respuesta inmune anti-inflamatoria, ademas de disminuir la proliferacion de los linfocitos y
afectar su diferenciacion y funcion efectora (Sakaguchi, 2005; von Boehmer, 2005). A través
de cultivos con CEM, se ha reportado que las CEM inhiben la proliferacion de linfocitos T
CD4" (Krampera et al., 2006) y que la activacion de linfocitos virgenes CD45RA" con PHA en
presencia de CEM resulta en la inhibicion de la secrecion de IFN-y por parte de las células tipo
Thl (Aggarwal & Pittenger 2005; Bacigalupo et al., 2005). En adicion, Prevosto et al., (2007)
demostr6 que células Treg inducidas en cultivos de CEM con CMSP fueron capaces de inhibir
a manera de dosis dependiente, la proliferacion de linfocitos activados con PHA o anti-CD3. En
este estudio, se analizo la capacidad inmunosupresora de los linfocitos Treg inducidos (CMSP-
iTreg) en los cultivos de CEM con CMSP tanto en presencia como en ausencia de péptidos de
las proteinas E6 y E7 de HPV-16, sobre la proliferacion de CMSP de la donadora normal
inducida con HA en proporcion 1:10. Las CMSP-iTreg obtenidas de los cultivos en presencia
de CEM-CaCu (31-09), NIC (03-09) y MON (01-10) fueron quienes inhibieron en mayor grado
la proliferacion de CMSP derivadas de la donadora normal y de una paciente con CaCu (Tabla

7).

El hecho de no haber encontrado mayor actividad inhibitoria de las CMSP-iTreg obtenidas de
los cultivos celulares con las otras estirpes celulares de CEM-MON, CEM-CN y CEM-NIC
puede deberse a la diferente capacidad de produccion y secrecion de citocinas o factores
solubles supresores como IDO, adenosina; asi como del contacto directo de Treg con las
células blanco Prevosto et al., (2007). En nuestro estudio solo se evalud el efecto supresor de

las CMSP-iTreg a través de insertos con membrana.

Finalmente, los resultados obtenidos en el presente estudio dan una evidencia importante de la
induccion de linfocitos Treg a partir de co-cultivos de CMSP con CEM derivados de tejidos
normales (médula 6sea y cérvix) y de tejido cervical tumoral (NIC y CaCu), ademas de su
potencial inmunosupresor. En este modelo de estudio, la presencia de péptidos derivados de las

proteinas E6 y E7 de HPV-16 también fue importante en la induccién de Treg, principalmente
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en los de fenotipo de memoria. Lo que nos sugiere fuertemente que ambos factores pueden ser
de gran relevancia para la induccion de estas poblaciones celulares. En condiciones naturales,
la presencia de infecciones persistentes producidas por HPV de alto riesgo en el epitelio del
cuello uterino, junto a la presencia de poblaciones de células estromales mesenquimales,
pueden participar en la induccion de diferentes poblaciones de Treg. Tomando en
consideracion que las células T reguladoras ejercen su funcidén supresora mediante diversos
mecanismos tales como el contacto célula-célula, liberacion de factores solubles, (Shevach
2002; Sakaguchi, 2005), asi como la produccion de citocinas inhibidoras, citolisis, disrupcion
metabolica, liberacion de adenosina, supresion por células dendriticas (Vignali et al., 2008)
entre otras; resultaria interesante conocer si uno o varios de los diferentes mecanismos descritos
son producidos por las poblaciones de Treg inducidas bajo las condiciones de cultivo llevadas a
cabo en el presente trabajo, lo cual explicaria las diferencias encontradas tanto en los
porcentajes detectados de Treg como en la capacidad inhibitoria de la proliferacion de los

linfocitos estimulados con PHA, de acuerdo con las estirpes de CEM empleadas en los cultivos.
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CONCLUSIONES.

Las estirpes CEM provenientes de neoplasias cervicales (NIC y CaCu) y las de tejido sano
(médula 6sea y cérvix normal) utilizadas en este estudio, cumplieron de manera satisfactoria
con las caracteristicas morfologicas, fenotipicas y de diferenciacion de las células estromales

mesenquimales establecidas por la Sociedad Internacional de Terapia Celular.

Las diferentes estirpes de CEM fueron capaces de inducir células Treg con fenotipo

CD4'CD25"e"FoxP3" y CD4'CD25" " FoxP3"CD45RO+.

La presencia de péptidos antigénicos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 en los cultivos
celulares de CEM con CMSP favorecieron la inducciéon de células Treg con fenotipo de

memoria CD4"CD25"¢"FoxP3* CD45RO".

El estimulo de anti-CD3/CD28 en los cultivos celulares de CMSP con las CEM indujo mayores
porcentajes de células Treg en todos los casos independientemente de la presencia de los

péptidos antigénicos de las proteinas de E6 y E7 de HPV-16.
Las CEM-MON (01-10), CEM-NIC (03-09) y CEM-CaCu (3109) indujeron mayores

porcentajes de Treg (CMSP-iTreg) en los cultivos celulares y su actividad supresora

correlacion6 con la inhibicidn de la proliferacion de CMSP estimuladas con PHA.
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PERSPECTIVAS.

Quedan muchas preguntas por contestar, entre ellas:

Saber si los niveles de expresion de citocinas secretadas por las CEM, como lo es el
TGF-p el cual se sabe que es un factor importante en la induccion de células Treg, es
uno de los responsables de dicha induccion en este modelo experimental.

Identificar cudles son las secuencias de las proteinas oncogénicas E6 o E7 de HPV-16
responsables de la induccion de Treg.

Evaluar los mecanismos responsables de la supresion de los linfocitos Treg inducidos
en este modelo experimental.

Finalmente, también se observd que las Treg inducidas por las CEM son capaces de
inhibir la proliferacion de CMSP con un estimulo policlonal, lo cual seria interesante
saber si estas células Treg son capaces de inhibir una poblacién de linfocitos que

responden a un antigeno especifico.
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Anexo 1.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE
INVESTIGACION CLINICA

México, D.F. a de
Por medio de la presente acepto participar en el protocolo de investigacion titulado:

ANALISIS DE CELULAS ESTROMALES MESENQUIMALES (CEM) DERIVADAS DE
NEOPLASIAS CERVICALES (NIC Y CANCER CERVICO UTERINO).
Registrado ante el Comité Local de Investigacion o la CNIC con el

de 20

; 34HO08
namero:
El objetivo o ) )
del estudio Conocer la participacion de células estromales mesenquimales (de los tumores cervicales)
es: en la supresion de la respuesta inmune mediada por linfocitos T.
Autorizar que done una biopsia de tejido cervical, raspado bucal y de cérvix, asi
Se me ha como una muestra de sangre venosa (aproximadamente 40 mililitros), para fines del
expllcaqlo que estudio antes mencionado como son: determinar el tipo de virus de papiloma humano
m (VPH) e identificar anticuerpos especificos contra VPH en secreciones bucal y cervical, asi
partl_c;pa,cmn como en suero de sangre periférica. Las células obtenidas a partir de las muestras se
consistira en:

estudiaran para determinar su participacion en el establecimiento de la respuesta inmune
inducida por infeccién por VPH.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y
beneficios derivados de mi participacion en el estudio, que son los siguientes:

* Ninguno adicional a la prueba de diagnostico histopatoldgico y anélisis de rutina.

El Investigador Responsable se ha comprometido a darme informacioén oportuna sobre cualquier
procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento, asi como a responder
cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a

cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacién o con mi tratamiento

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere
conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo en el Instituto.

El Investigador Responsable me ha dado seguridades de que no se me identificard en las presentaciones o

publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad seran

manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme la informacion

actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta pudiera cambiar de parecer respecto a mi
permanencia en el mismo.

Nombre y firma del paciente:
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Nombre, firma y matricula del Investigador
Responsable:

Dr. Alberto Monroy Garcia (99092191)

Numeros telefonicos a los cuales puede comunicarse en caso de emergencia, dudas o preguntas
relacionadas con el estudio:

24 54 65 38 Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Oncoldgicas, Hospital de Oncologia,
CMN S. XXI, IMSS.

5623 07 90 Laboratorio de Inmunologia de la Unidad Multidisciplinaria de Investigacion

Experimental Zaragoza, FES Zaragoza, UNAM.

Nombre y
firma de los

testigos:

Este formato constituye s6lo un modelo que deberd completarse de acuerdo con las caracteristicas
propias de cada protocolo de investigacion y sin omitir informacion relevante del estudio.
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	Cervical cancer (CC) is a public health problem in the mexican population. This disease is associated with human papilloma virus (HPV) infection, mainly HPV-16. The failure of the immune response in patients with CC has been associated, among other factors, to the persistentice of HPV-16 infection as well as with increasing amounts of T regulatory cells (Treg) CD4+CD25highFoxP3+ during malignance development. However, until now the mechanisms of their induction are unknown. On the other hand, it has been recently reported that mesenchymal stromal cells (MSC) are characterized by their immunosuppressive effects on T cells through the production of immunosuppressive factors as well as in the induction of regulatory T cell (Treg). In consequence, their presence in tumor tissues may be important to suppress the immune response against the tumor. In this study we postulated that MCS derived from cervical intraepithelial neoplasia (CIN) and CC may have the capability to induce CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+ Treg cells. To test this hypothesis, we established co-cultures of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from healthy donors and patients with CC with different strains of MSC in the presence or absence of antigenic peptides (15-25mers) derived from HPV-16 E6 and E7 proteins. 
	 
	After four days of culture, we observed that MSC derived from cervical neoplasias (CIN and CC) were capable to induce CD4+CD25highFoxP3+ and CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+ Treg with frequencies from 0.10 to 0.94% and from 0.03 to 0.61%  respectively of the total of PBMC. While, MSC derived from normal cervix induced frequencies from 0.19 to 0.76% and from 0.07 to 0.19% respectively. In all cases the induction of CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+ Treg was strongly associated with the presence of HPV-16 E6 and E7 antigenic peptides into the cell cultures. On the other hand, the addition of anti-CD3/CD28 antibodies to the cell cultures strongly increased the frequency of Treg and this induction was independent of the presence of HPV-16 E6 and E7 antigenic peptides. Finally, the suppressive capability of the Treg induced in these cell cultures (PBMC-iTreg) was performed in inhibitory PBMC proliferation assays and it was correlated with the frequencies of the Treg found in the cell cultures. These results suggest that tumor derived MSC and the presence of HPV-16 E6 and E7 antigens may play and important role in the induction of Treg. 

