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RESUMEN. 
 
 
El cáncer cérvico-uterino (CaCu) es un problema de salud pública en la población mexicana. Esta 

enfermedad se asocia con la infección 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 infección por HPV-16, y por la inducción de células T reguladoras (Treg) 

CD4+CD25highFoxP3+ durante el desarrollo del tumor. Sin embargo, hasta ahora los mecanismos de 

su inducción son desconocidos. Por otra parte se sabe que las células estromales mesenquimales 

(CEM) se caracterizan por tener actividad supresora sobre la activación y proliferación 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+CD25highFoxP3+CD45RO+. 

Para probar esta hipótesis, 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 aminoácidos) derivados de las 

proteínas E6 y E7 del HPV-16. Después de cuatro días de cultivo, se observó que las CEM 

derivadas de las neoplasias cervicales, indujeron células Treg con fenotipo CD4+CD25highFoxP3+ y 

CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+, 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 

inducción de células Treg CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+ fue asociada fuertemente con la 

presencia de péptidos E6 y E7 de HPV-16 en los cultivos celulares. Por otra parte, la adición de 

anti-CD3/CD28, incrementó fuertemente la inducción de Treg pero de manera independiente de la 

presencia de péptidos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16. Por último, la capacidad 

inmunosupresora de las células Treg inducidas en estos cultivos celulares (CMSP-iTreg) se realizó 

en ensayos de inhibición de la proliferación de CMSP, la inhibición observada correlacionó 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 desempeñar un papel importante en la inducción 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+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. 



1 

INTRODUCCIÓN. 

 

Cáncer cérvico-uterino (CaCu). 

El cáncer cérvico-uterino (CaCu) es un problema importante de salud pública, pues en el 

mundo es la segunda causa de muerte debida a padecimientos oncológicos en mujeres, con 

unas 300,000 muertes al año, siendo la mayor tasa de incidencia entre la población femenina de 

los países en vía de desarrollo (Parkin et al., 1999). En México, representa la segunda causa de 

muerte por tumores malignos, con un 13.9% del total, representando más de 4,000 muertes por 

año (INEGI, 2008). 

 

Actualmente, es el primer cáncer reconocido por la Organización Mundial de la Salud que es 

atribuible a la infección por el virus del papiloma humano (HPV) (Bosch & Munoz, 2002), ya 

que más del 99% de los tumores de CaCu presentan algún tipo de HPV y la infección por este 

virus es una de las enfermedades de transmisión sexual más común en las personas 

sexualmente activas (Bosch et al., 2002; Walboomers et al., 1997; Walboomers et al., 1999). 

No obstante, la mayoría de estas infecciones son transitorias y no son clínicamente evidentes, 

debido a que entre el 70-90% de las mujeres infectadas resuelven la infección 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 infección persistente desarrollan CaCu (Torroella et al., 1998). 

 

Virus del papiloma humano (HPV). 

 

El HPV tiene una estructura icosahédrica de 72 capsómeros (60 hexámeros y 12 pentámeros) 

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

 

El genoma del HPV se divide en tres regiones: la región de control grande (large control 

region, LCR) que no contiene marco de lectura alguno; la región que corresponde a las 

proteínas tempranas (early region, E1 a E7) y la región que corresponde a las proteínas tardías 

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

 
Figura 2. Genoma del HPV. Se muestra la región de control grande (LCR), la región de transcripción temprana 
(ER) que contiene los genes E1, E2, E4, E5, E6 y E7; y la región de transcripción tardía (LR) que tiene los genes 

L1 y L2, las cuales constituyen la cápside (Tomado de: Muñoz et al. 2006). 
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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 & Syrjänen, 1999). 

 Funciones 

E1 Replicación del DNA viral y mantenimiento 
episomal. 

E2 Transcripción viral, replicación y 
transformación. 

E4 Modifica el citoesqueleto para permitir la 
liberación del virus. 

E5 
Proteína transformante: inhibición de la 
degradación del receptor del factor de 

crecimiento epidermal (EGFR). 

E6 Proteína transformante: inactiva la proteína p53 
e inhibe la apoptosis. 

Proteínas virales 
tempranas 

E7 Proteína transformante: interfiere con las 
proteínas supresoras del retinoblastoma (Rb). 

Proteínas virales 
tardías L1 y L2 Proteínas principales de la cápside, L1 

constituye el 90% y L2 el 10%. 
 

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 esófago (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 

según 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 cáncer 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 cáncer 

cervical y únicamente 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 infección 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 infección cervical por el HPV es muy alta en individuos sexualmente activos 

(Ponten & Guo, 1998). 
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El ciclo del HPV se inicia cuando las partículas infecciosas alcanzan la capa basal del epitelio 

cervical. Se sugiere que para mantener la infección, el virus tiene que infectar a más de una 

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

 

El ciclo de replicación dentro del epitelio puede dividirse en dos partes. Inicialmente, el 

genoma viral se encuentra en forma episomal, manteniendo un número bajo de copias, pero aún 

replicándose dentro de una célula competente infectada. Las proteínas virales E1 y E2 son 

esenciales para esta replicación (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 diferenciación. El HPV se replica en este compartimiento, 

y para su liberación dentro del ambiente, toma ventaja de la desintegración de las células 

epiteliales debida a su recambio natural en las capas superficiales, las moléculas críticas en este 

proceso de replicación viral son las proteínas E6 y E7 (Muñoz et al., 2006). 

 

Durante la fase de diferenciación celular, la degradación de p53 por la proteína E6 y la 

abolición de las funciones de pRB por la proteína E7 conducen a la reactivación de la 

maquinaria de síntesis de DNA (Burd, 2003; Kanda & Kukimoto 2006) (Figura 3). Después de 

la propagación viral las células del huésped usualmente mueren. En raras ocasiones, en algunas 

de las células infectadas, los genes que corresponden a las proteínas de E6 y E7 son integrados 

dentro del DNA celular y las células que expresan continuamente proteínas E6 y E7 son 

inmortalizadas y algunas veces adquieren fenotipos malignos inducidos por los daños 

acumulados del DNA (Figura 3) (Kanda & Kukimoto, 2006). 
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Figura 3. Arquitectura de las células epiteliales estratificadas del cérvix y expresión de las proteínas virales 
después de la infección. 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 proteínas tempranas. Bajo la influencia de estas proteínas, las células que están en división se expanden 

verticalmente y la diferenciación celular es retrasada e incompleta. Las proteínas virales se expresan 
secuencialmente con la diferenciación y los viriones se producen en las capas superiores del epitelio. 

(Tomado de López -Saavedra & Lizano-Soberón. 2006). 
 

 

La evolución a cáncer invasor, a partir de la lesión inicial, puede durar hasta 20 años y no todas 

las mujeres que presentan las lesiones precursoras desarrollan la forma invasora de esta 

enfermedad. La lenta evolución 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 diagnóstico se hace oportunamente (Kiviat, 1996). 

 

Uno de los avances más importantes en el tratamiento de la neoplasia de cérvix ha sido la 

identificación de las lesiones precursoras. La primera clasificación se realizó en 1930 y se 

designó con el término de displasia. De acuerdo a su gravedad se denominaba: leve, moderada 

o severa y en 1968 se acuñó 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). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estrato 
de células en 
proliferación
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Tabla 2.  Sistema de clasificación de las lesiones precursoras del cáncer cérvico-uterino. (Modificado de: 
Lacruz, 2003). 

Grado de lesión Clasificación 
Infección por HPV  

*NIC I Displasia leve 
NIC II Displasia moderada 

NIC III Displasia severa o carcinoma 
in situ 

*NIC: neoplasia cervical intraepitelial. 

 

Las lesiones premalignas más 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 

aparición de células anormales en dos terceras partes del epitelio, presentando diferenciación 

persistente (pero anormal), estas lesiones entran dentro de los límites de la NIC II. A medida 

que la enfermedad avanza, hay una pérdida progresiva de la diferenciación que afecta a más y 

más capas del epitelio, hasta que éste queda sustituido totalmente por células anormales, que no 

muestran ninguna diferenciación en su superficie. Esta lesión pertenece a las NIC III o el 

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

 

Cuando las células neoplásicas del epitelio cervical logran invadir el estroma hasta la 

profundidad máxima de 3 mm bajo la base del epitelio y no hay datos de invasión del espacio 

vascular linfático, se le llama cáncer cérvico-uterino microinvasor y cuando la invasión excede 

de 3 mm o hay invasión del espacio linfático vascular, la lesión se considera como cáncer 

cérvico-uterino francamente invasor (Figura 4) (Depriest et al., 1990) 
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Figura 4. Progresión desde una lesión cervical benigna hacia cáncer cervical invasivo. NIC I, presencia de 
células anormales en la tercera parte inferior del epitelio. NIC II,  aparición 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 neoplásicas invaden el estroma la lesión se considera cáncer  (Depriest et al., 1990). 

 

Las células tumorales han desarrollado durante su generación múltiples mecanismos 

inmunosupresores con el propósito de evadir el reconocimiento inmune o desactivar los 

mecanismos efectores de células T anti-tumorales. Dichos mecanismos incluyen alteraciones en 

la presentación antigénica, defectos en señales intracelulares de células T, incremento de la 

secreción de factores inmunosupresores, activación de vías de señalización inhibitorias en 

células del sistema inmune y reclutamiento selectivo de poblaciones reguladoras. En conjunto 

estos mecanismos se combinan en estados avanzados del cáncer limitando la capacidad del 

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

 

 

 

 

 

NIC I NIC II NIC III 

Infección por HPV 
Producción del virus 

Expresión de 
  E6 y E7 

Integración del  
    DNA viral 
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Sistema inmunológico y cáncer. 

 

El sistema inmune de los mamíferos ha evolucionado para proteger al organismo de una gran 

diversidad de agentes dañinos, incluso los tumores. Sin embargo, los tumores malignos 

presentan un desafío 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 cáncer 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 antígenos 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 “inmunoedición”, el 

cual explica de mejor manera, lo que ocurre entre el sistema inmune del huésped y el tumor. 

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

 

Eliminación. El sistema inmunológico del huésped puede prevenir un crecimiento tumoral, 

trabajando en conjunto con la respuesta inmune innata y adaptativa sin que haya progresión a 

las siguientes fases. Esto produce liberación de citocinas proinflamatorias, las que reclutan 

células del sistema inmune innato, como las células NK, NKT, linfocitos Tγδ, macrófagos y 

células dendríticas. Éstas producen IFNγ e IL-12 capaces de producir la muerte tumoral al 

afectar la proliferación, efecto anti-angiogénico y promover la apoptosis. Las células tumorales 

muertas son endocitadas por las células dendríticas y migran a los ganglios linfáticos, en donde 

presentan los antígenos asociados al tumor a las células T. De los ganglios linfáticos, los 

linfocitos T CD4+ y CD8+ migran al tumor, identificando y eliminando a las células tumorales, 

además de producir IFNγ y otras citocinas que ayudan a la muerte tumoral (Shankaran V, et al., 

2001, Street, et al., 2004). 

 

Equilibrio. Debido a la rápida tasa de reproducción y mutación que tienen las células 

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

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=
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estado se puede mantener durante muchos años, en donde las células tumorales son eliminadas, 

mientras las clonas resistentes permanecen (Burnet, 1970). 

 

Escape. En la fase final de la inmunoedición, en donde los tumores desactivan el 

reconocimiento inmune permitiendo la progresión de la enfermedad, en donde se promueve la 

angiogénesis y la invasión de tejidos, el escape constituye distintos eventos y procesos que 

pueden incluir la pérdida de la maquinaria de presentación de antígenos, expresión de 

moléculas inhibitorias de apoptosis o anergia e inducir células T reguladoras (Dunn, et al., 

2002, Dunn et al., 2004). 

 

Regulación del sistema inmune. 

 

Durante la última década, se ha confirmado la hipótesis de que los tumores pueden alterar la 

inmunidad antitumoral promoviendo la expansión, el reclutamiento y la activación de distintas 

poblaciones de linfocitos T reguladores (Treg) (Sakaguchi, 2004, Zou, 2005). Los linfocitos T 

reguladores naturales (nTreg) expresan, desde su diferenciación en timo, el patrón de expresión 

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 CD8+) in vivo (Curiel et al., 2004, Horwitz et al., 2008). Otra subpoblación 

de linfocitos en sangre periférica, CD4+CD25¯ y que por acción de TGF-β 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 expresión baja de CD127, (Seddiki et al., 2006) 

De hecho, este marcador está asociado con la adquisición de la función reguladora (Hartigan-

O’Connor et al., 2007) y es inversa a la expresión de FoxP3 (Liu et al., 2006). A pesar de ello, 

no se conoce aún el mecanismo molecular mediante el cual FoxP3 media la capacidad 

supresora, pudiendo ser tanto por la inhibición directa de la señalización a través del TCR o, de 

forma indirecta, mediante la transcripción de un factor que inhiba las señales inducidas por la 

señalización a través del TCR (Long & Word, 2007). La importancia de FoxP3 parece radicar 
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en su capacidad de amplificar y estabilizar la transcripción de genes específicos de regulación, 

lo que mantiene la homeostasis de las células Treg, más que iniciar la generación de las mismas 

(Gavin et la., 2007). De hecho, FoxP3 se restringe a la población de células Treg en ratones, 

pero no en humanos, donde se expresa no sólo en células naïve recién activadas sino también 

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

 

Además de estas células Treg se han descrito otro tipo de células T CD4+ reguladoras, 

denominadas Tr1 (Figura 5). Estas células se generan en la periferia a partir de células 

CD4+CD25¯ naïve tras la estimulación antigénica en condiciones de co-estimulación limitante. 

Entre los factores inductores están la citocina IL-10 y las células dendríticas inmaduras. 

Mientras que las células Treg CD4+CD25+ actúan a través del contacto celular, las Tr1 lo hacen 

a través de citocinas supresoras como IL-10 y TGF-β. Por otro lado, las células Tr1 no parecen 

expresar FoxP3; no existen marcadores de superficie celular que las identifiquen, aunque se 

distinguen de las células Th2 por el patrón de citocinas que secretan (IL-2low, IL-4¯, IL-5+, IL-

10+, TGF-β+). Además, mientras que las células nTreg migran a los ganglios linfáticos (por ello 

expresan niveles elevados de CD62L), las células Tr1 migran hacia sitios de inflamación. Las 

células Tr1 suprimen las respuestas de células T naïve y de memoria así como la expresión de 

moléculas coestimuladoras y la secreción de citocinas proinflamatorias de las células 

presentadoras de antígeno. La inducción y activación inicial de estas células es antígeno-

dependiente pero, una vez activadas, su capacidad supresora no es específica de antígeno 

(Roncarolo et al., 2006, Roncarolo & Battaglia, 2007). 

 

Existe un segundo tipo de células T CD4+ reguladoras inducidas que se denominan Th3 y 

secretan TGF-β (Figura 5) (MacDonald, 1998). Al igual que con las células Tr1, tampoco 

existen marcadores fenotípicos 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 ratón. Los múltiples mecanismos 

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

 

Supresión por citocinas. 

 

La IL-10 es considerada como una de las moléculas clave que participan en la 

inmunosupresión. Inicialmente se reportó que una estimulación antigénica crónica in vivo 

podría resultar en la generación de células T CD4+ anérgicas que secretaban IL-10 (Buer et al., 

1998). 

 

En los últimos años se desarrolló un modelo in vitro e in vivo en donde se observó que la 

supresión puede estar mediada por citocinas como IL-10 y TGF-β que pueden interferir con la 

activación de las células. Se ha observado la participación esencial de TGF-β en la supresión y 

en la señalización 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 expresión de IL-35 para que las células Treg supriman la proliferación de 

las células T (Collison et al., 2007). Aún queda mucho por definir sobre la actividad de IL-35 y 

su contribución a la función de las células Treg o si está implicada en el funcionamiento y en el 

desarrollos de otros tipos de células tales como los macrófagos y las células dendríticas (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 

antígeno a través de perforinas (Figura 6) (Grossman et al., 2004).  

I8 

Interrupción metabólica. 

 

El receptor de IL-2 consiste en un complejo heterotrimérico compuesto por CD25 (cadena α), 

CD122 (cadena β) y CD132 (cadena γ). 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 inducción de la liberación intracelular y extracelular de nucleósidos de adenosina; 

relacionados con la expresión de las ectoenzimas CD39 y CD73 que han demostrado generar 

adenosina pericelular que suprime la función de las células T efectoras a través de la activación 

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 función efectora de las células T 

directamente mediante la trasferencia de AMP cíclico (AMPc) que es un potente inhibidor 

mediante las uniones célula-célula (Figura 6) (Bopp et al., 2007). 

 

 

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

 

Las células Treg pueden modular la maduración y la función de las células dendríticas que son 

necesarias para la activación de las células T efectoras. En este proceso se da la participación 

de la molécula antígeno-4 asociado al linfocito T citotóxico (CTLA-4) que es expresada 

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

 

Se ha demostrado que las células Treg median la expresión de indolamina 2,2-dioxigenasa 

(IDO) en la células dendríticas, el cual es un potente regulador de la molécula que induce 

metabolitos pro-apoptóticos del catabolismo del triptófano, dando como resultado la supresión 

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 demostró que el gen de activación de linfocitos 3 (LAG3, 

también conocido como CD223) puede bloquear la maduración de las células dendríticas. 

LAG3 es un homólogo de CD4 que se une con muy alta afinidad a las moléculas MHC de clase 

II, la expresión de esta molécula en los Treg tiene un efecto negativo sobre la función de las 

células dendríticas (Figura 6) (Workman & Vignali 2004; Huang et al., 2004). 
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Figura 6. Mecanismos básicos usados por las células Treg. a. Inhibición por citocinas, IL-10, IL-35 y TGF-β. 

b.  Citolisis por mecanismos de muerte dependientes de granzima A, granzima B y perforina. c.  Disrupción 
metabólica incluye el receptor de alta afinidad CD25 (cadena α para receptor de IL-2), apoptosis mediante 
privación de citosina. Inhibición mediante el ciclo de AMP (cAMP) e inmunosupresión por generación de 

adenosina por CD39 y/o CD73 mediada por el receptor A2A. d. Inhibición de células dendriticas (DC) incluye 
mecanismos de modulación de la maduración y función de DC tales como la activación del gen LAG3 que inhibe 
la maduración de las DCs, y citotoxicidad por el Antígeno-4 asociado al linfocito T citotóxico (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 demostró que las células Treg controlan el estímulo del linfocito T cooperador (Th) 

antígeno-específico en pacientes con cáncer (Nishikawa et al., 2005). También se ha 

encontrado la presencia de Treg en el microambiente tumoral de pacientes con cáncer ovárico y 

de mama (Liyanage et al., 2002, Curiel et al., 2004) y se relaciona la acción inmunosupresora 

de estas células con la progresión tumoral y la resistencia a la quimioterapia, (Leong et al., 

2006, Okita et al., 2005); observándose su acumulación en nódulos linfáticos no metastáticos 

(Shevach, 2002) y una población agrandada de Treg en sangre periférica de pacientes con 

diferentes tipos de cáncer (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 cáncer inducido por el HPV. Visser et al., (2007) investigó la frecuencia, fenotipo 
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y actividad de las células Treg en pacientes con NIC y con cáncer cervical y mostraron 

frecuencias celulares aumentadas de CD4+/CD25high en sangre periférica, así como baja 

expresión de IFN-γ y alta expresión de CTLA-4 y FoxP3. Las frecuencias aumentadas de las 

células Treg en las pacientes con cáncer cervical pueden suprimir la inmunidad HPV 

específica. Un año después de la cirugía curativa o de la quimioradiación el análisis mostró una 

disminución en las frecuencias de células  T CD4+/CD25high. Además, las células del tumor 

cervical pueden producir grandes cantidades de TGF-β (Sheu et al., 2001) y éste podría ser uno 

de los mecanismos que produce un aumento en los niveles de Treg en pacientes con cáncer. 

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, éstas son las células estromales mesenquimales (CEM) y se ha probado su 

capacidad supresora de la respuesta de linfocitos T activados por aloantígenos (Di Nicola et al., 

2002, Potian et al., 2003), por antígenos peptídicos (Krampera et al., 2003), por mitógenos (Le 

Blanc & Pittenger, 2003) y por anticuerpos anti-CD3/CD28 (Krampera et al., 2003, Le Blanc & 

Pittenger, 2003).  

 

Células estromales mesenquimales (CEM). 

 

Las propiedades biológicas de las células troncales como autorenovación, plasticidad y 

regeneración tisular pueden ser utilizadas para su implementación 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 (Körbling & 

Estrov, 2003, Rodríguez, 2005). En la categoría de células madre adultas, se destacan las 

células madre hematopoyéticas, que han sido objeto de una extensa investigación ya que son 

responsables de la regeneración y mantenimiento de las células sanguíneas que se ubican en 

sangre periférica, médula ósea, hígado 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 señales que inducen la 

diferenciación y proliferación de las células troncales hematopoyéticas y su progenie por medio 
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de interacciones directas célula a célula y la secreción de factores de crecimiento (Kang et al., 

2006, Beyer & Da Silva 2006). 

 

Las CTM fueron inicialmente caracterizadas entre las décadas de los años 1960 y 1970 con los 

trabajos realizados por Friedenstein, quien las aisló de médula ósea y las describió como 

células adherentes de morfología 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 ósea (MO) es la principal fuente de aislamiento de las CEM, aunque se han aislado 

de tejido adiposo, páncreas, hígado, músculo esquelético, dermis, membrana sinovial, hueso 

trabecular (Wexler et al., 2003, Kern et al., 2006), sangre de cordón umbilical (Bieback et al., 

2004), tejido pulmonar (Sabatini et al., 2005), pulpa dental y ligamento periodontal (Shi et al., 

2005). No obstante, los tejidos más empleados son la medula ósea, la sangre de cordón 

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

 

Las CEM expresan un gran número de moléculas de adhesión, proteínas de matriz extracelular 

y receptores de citocinas, asociadas con su función 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 investigación han establecido una variedad de combinaciones 

de marcadores para su detección, debido a que se han observado transformaciones espontáneas 

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 

obtención y expansión, recientemente la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT, por 

sus siglas en inglés), ha propuesto a la comunidad científica adoptar medidas estándares para la 
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identificación de las CEM. Así, la ISCT propone tres criterios: primero, las células deben ser 

adherentes al plástico cuando son mantenidas en cultivo; segundo, deben ser positivas para los 

antígenos CD105, CD73 y CD90, adicionalmente deben ser negativas para la expresión de los 

antígenos hematopoyéticos tales como CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79, CD19 y HLA-DR; 

y tercero, deben ser capaces de diferenciarse hacia adipocitos, osteoblastos y condroblastos 

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

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

 
En los primeros estudios sobre las CEM se creía que eran capaces de generar únicamente 

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 pulmón, intestino, riñón, bazo e incluso neuronas (Figura 8). (Bobis et al., 

2006; Baksh et al., 2004). Algunos científicos proponen que la generación de células de origen 

diferente al mesodérmico es debido a un proceso de reprogramación en la expresión de genes 

denominado plasticidad celular (Sato et al., 2005; Bobis et al., 2006). 

 

 

 

 

 

Adiposito Condrocito Osteoblasto 
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Figura 8. Esquema representativo de la multipotencialidad de las CEM. Se presenta la capacidad de 
diferenciación hacia células de origen endodérmico: pulmón, hígado, intestino, riñón y bazo; mesodérmico: 

músculo esquelético, músculo cardíaco, tendón, cartílago, hueso; y ectodérmico: sistema nervioso. (Tomado de 
Fajardo-Orduña, 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 ósea de humanos, mandriles y ratones han demostrado disminuir la respuesta inmune 

de los linfocitos en ensayos in vitro e in vivo (Djouad et al., 2003, Bartholomew et al., 2002). 

Se han encontrado varios mecanismos para explicar estos posibles efectos como son la 

secreción de factores antiinflamatorios, citocinas (Rasmusson, 2006), modulación del 

desarrollo celular (Aggarwal & Pittenger, 2005, Jiang et al., 2005), la supresión 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 proporción de células Treg CD4+ 

CD25high, 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 

proporción de células CD4+ CD25+ en presencia de IL-2 en co-cultivo de células 

mononucleares de sangre periférica y CEM. 

 

En otro estudio se demostró que las CEM reclutan Treg: a partir de células CD3+/CD45RA+ y 

CD3+/CD45RO+ que se co-cultivaron con CEM se registró un aumento en la expresión de 

células CD4+/CD25highFoxP3+ y baja expresión de CD127. De esta manera se demostró que la 

capacidad supresora de los Treg era mantenida mientras se estuvieran en cultivo con las células 

mesenquimales, ya que en ausencia de ellas perdían esta capacidad después de 5 días (Di Ianni, 

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 metástasis de 

algunas células. Además de la expresión de citocinas como TGF-β pueden contribuir a la 

interacción 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 ósea 

contribuyen en el microambiente tumoral influenciando el crecimiento y la progresión 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 formación del tumor y se incorporan 

dentro del microambiente tumoral, se ha propuesto que las propiedades inmunosupresoras de 

las CEM permiten la proliferación de las células del tumor y la estimulación de la formación de 

vasos sanguíneos (Zhu et al., 2006).  

 

Aunque la evidencia de que las CEM son participantes activas en el cáncer es simplemente una 

sugerencia con más preguntas que respuestas, los informes de la presencia de CEM en tumores 

es muy limitada y todavía se desconoce cómo éstas actúan recíprocamente con las diferentes 

células cancerosas, debido a que las interacciones célula-célula son muy específicas para cada 

tipo de cáncer en particular (Jodele et al., 2006). Por ejemplo en el presente año se aislaron e 

identificaron exitosamente células estromales mesenquimales de tejido de cáncer cérvico-

uterino. Los resultados de esta investigación demostraron que las células aisladas tenían 

morfología fibroblastoide y crecían en colonias, su inmunofenotipo reveló que son positivas 
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para CD13, CD29, CD44, CD105 y HLA-I y que además tienen la capacidad de diferenciarse a 

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

 

No obstante, todavía existen muchas dudas con respecto a la generación  del cáncer y su 

evolución, así como las interacciones presentes en el microambiente tumoral, pero las 

investigaciones recientes podrían aportar nuevas ideas terapéuticas para la lucha contra esta 

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

 

El cáncer cérvico-uterino es un problema importante de salud pública, ya que constituye una de 

las principales causas de mortalidad en México. Debido a la asociación de esta enfermedad con 

el virus de papiloma humano (principalmente el HPV-16), se ha propuesto que las proteínas 

derivadas de estos virus sean candidatas idóneas para utilizarse como antígenos para estimular 

la respuesta inmune. Sin embargo, el uso de estas proteínas ha mostrado ser poco satisfactorio, 

probablemente debido entre otras cosas a la inducción de los linfocitos T reguladores. La 

detección de los linfocitos Treg específicos a péptidos antigénicos en tumores y nódulos 

linfáticos 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 cómo es que se originan estas poblaciones celulares, si existen secuencias 

específicas de las proteínas virales que favorecen su inducción y qué tipos celulares participan 

en este proceso. 

 

Por otra parte, se ha postulado que las células estromales mesenquimales (CEM) participan en 

la generación de linfocitos Treg, debido a que se caracterizan por tener actividad 

inmunosupresora de la respuesta inmune y además por su capacidad de inducir, reclutar, 

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

 

Al conocer las características biológicas de las CEM provenientes de lesiones cervicales, tales 

como su alto potencial en generar inmunosupresión al inducir poblaciones de linfocitos Treg, 

ayudará en las estrategias inmunoterapéuticas en la regulación de la respuesta inmune contra 

este tipo de tumores. 
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HIPÓTESIS. 

 

Se sabe que durante el desarrollo del cáncer cérvico-uterino, se acentúa la falla de la respuesta 

inmune específica hacia las células infectadas por virus y hacia las células tumorales, con la 

concomitante generación de linfocitos Treg que inmunosuprimen dicha respuesta. Por otro 

lado, es conocido que las células estromales mesenquimales ejercen una función reguladora de 

la respuesta inmune, ya sea al suprimir la proliferación 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 proteínas 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 proteínas 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 MÉTODOS. 

 

Muestras biológicas. 

 

Las muestras biológicas consistieron en biopsias cervicales de dos mujeres con neoplasias 

intraepiteliales (NIC), dos con cáncer cérvico-uterino (CaCu) y dos con cérvix sano, así como 

muestra de sangre periférica de dos pacientes con CaCu y de dos donadoras sanas tomadas bajo 

consentimiento informado en el Departamento de Ginecología del Hospital General de Zona 

No. 2-A Troncoso y en el Hospital de Oncología 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 antibióticos (100 U/ml 

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

 

Por otro lado, fueron extraídos 40 ml de sangre periférica con tubos Vacutainer conteniendo 

heparina (Beckton Dickinson, San Jose, CA, USA). Se separaró el paquete celular del plasma 

sanguíneo por centrifugación. 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 solución salina reguladora de fosfatos (PBS). 

 

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

negativo. 
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Obtención 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 colocó en otra caja para fragmentarla en 

pedazos pequeños de aproximadamente 2 mm3, los cuales se colocaron en un frasco de cultivo 

de 25 cm2 (Corning, Inc Costar, New Cork, USA) en presencia de 8 ml de una solución con 

0.05% de tripsina y 0.02% de EDTA (Gibco). El frasco se mantuvo en incubación durante 15 

min en agitación constante para homogeneizar el disgregado. La suspensión celular fue 

colectada y vertida a un tubo y fue centrifugada durante 5 min a 1300 rpm. El botón celular fue 

resuspendido en medio de cultivo DMEM bajo en glucosa (DMEMbg) (del inglés, lg-

Dulbecco’s Modified Eagle Media) suplementado con 15% de SFB (Gibco) y se procedió a 

contar el número de células viables por exclusión 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 específico para células mesenquimales 

(MesenCultTM; Stem Cell Technologies [STI], Vancouver, BC, Canadá), manteniéndose en 

incubación a 37°C en atmósfera húmeda y con 5% de CO2. 

 

Se realizaron cambios de medio cada tercer día. Una vez que llegaron  a la confluencia del 

100%,  las células se colectaron utilizando una solución 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 botón celular fue  resuspendido  en 

medio DMEMbg y se resembró en botellas Falcon de 75 cm2 (Becton Dickinson) a una 

densidad de 103 células/cm2. 

 

La población de células mesenquimales obtenidas de esta última 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 analizó 

la expresión de algunos antígenos de superficie mediante la técnica de citometría de flujo en un 

equipo de FACS-Calibur (Becton Dickinson). 

 

Se cultivaron 2x105 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 teñidas con los correspondientes testigos de isotipo 

dependiendo de los anticuerpos primarios utilizados: IgG2a-PE, IgG1-FITC (Caltag 

Laboratories). Las células teñidas se analizaron contando 10,000 eventos en el citómetro de 

flujo. 

 

Capacidad de diferenciación osteogénica, condrogénica y adipogénica. 

 

Inducción osteogénica: se cultivaron 1x104 CEM en cámaras Lab-Tek II (Chamber Slide 

System, Nunc, Naperville, IL, USA) con medio DMEMbg suplementado con 15% de SFB o en 

presencia de medio de diferenciación osteogénica (Stem Cell KitTM, STI) durante 4 semanas y 

se realizaron cambios de medio cada 3 días. El medio osteogénico consistió de medio 

DMEMbg suplementado con dexametasona 10-8 M, ácido ascórbico 0.2 mM, β-glicerol fosfato 

10 mM y 15% de suplemento osteogénico. La detección de la diferenciación se realizó 

mediante la técnica de Von Kossa (Kern et al, 2006). Al terminar las 4 semanas de cultivo con 

el medio de diferenciación osteogénica, éste se retiró de la caja y se adicionó PBS durante 10 

min. Se desechó el PBS y se colocó nitrato de plata dejando reposar durante 3 horas expuesta a 

la luz. La capa celular se lavó con agua destilada y se adicionó hiposulfito de sodio al 5% 

durante 2 min. Se lavó con agua destilada y se contrastó con azul de toluidina al 1% por 2 min. 

Se deshidrató con diferentes concentraciones de etanol (al 80%, 90% y absoluto) y xilol grado 

histológico y se montaron las laminillas con resina. Los depósitos de calcio se tiñeron de color 
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café a negro. Se determinó el porcentaje de positividad al analizar la cámara de cultivo  bajo el 

microscopio. 

 

Inducción adipogénica, se cultivaron 1x104 CTM en cámaras Lab-Tek II (Nunc) con medio 

DMEMbg suplementado con 10% de SFB o en presencia de medio de diferenciación 

adipogénica (AM, STI) durante 4 semanas y se realizaron cambios de medio cada 3 días. El 

medio adipogénico consiste de DMEMbg al 15% de suplemento adipogénico. La detección de 

la diferenciación adipogénica se realizó con la tinción de rojo oleoso (Sigma–Aldrich) (Kern et 

al., 2006). Al terminar las 4 semanas de cultivo con el medio de diferenciación adipogénico, 

éste se desechó de la caja y se adicionó PBS durante 10 min. Se desechó el PBS y la capa 

celular se fijó con formalina al 10% durante 1 hora. Se adicionó isopropanol al 60% durante 5 

min, y posteriormente se adicionó rojo oleoso durante 20 min. Se lavó con agua destilada y se 

contrastó con hematoxilina de Harris por 1 min. Las laminillas se montaron con propilénglicol. 

Los lípidos se tiñen de color rojo. Se determinó el porcentaje de positividad después de analizar 

la cámara de cultivo  bajo el microscopio. 

 

Inducción condrogénica: se obtuvieron 2.5x105 CTM en 500 µl de medio de diferenciación 

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 días. 

El medio condrogénico que consiste en medio basal de diferenciación condrogénica 

suplementado con dexametasona, piruvato de sodio, prolina, suplemento ITS+, ascorbato, 

penicilina/estreptomicina y L-glutamina. Se cultivó por 4 semanas. Al terminar las 4 semanas 

de cultivo con medio de diferenciación condrogénica, se desechó el medio, se fijó la micromasa 

con formaldehído durante 30 min y se deshidrató en diluciones de etanol (al 80%, 90% y 

absoluto) y xilol grado histológico durante 30 min con dos repeticiones cada una. La 

micromasa se embebió en parafina y se hicieron cortes histológicos con ayuda de un 

micrótomo. La detección de la diferenciación condrogénica se realizó con la tinción de azul 

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

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

 

Cultivo y estimulación de células T. 

Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) recién obtenidas de las pacientes con 

NIC y con CaCu así como de las donadoras sanas, fueron cultivadas en placas de 24 pozos 

(Corning) para analizar la inducción de linfocitos Treg en presencia de CEM bajo las siguientes 

condiciones de cultivo y de estímulo: Se colocaron 5 X 105 CMSP por pozo en medio de 

cultivo RPMI (Gibco) suplementado con 10% de SFB, 100 UI/ml de penicilina y 100 mg/ml de 

estreptomicina a 37°C y 5% de CO2. Para la estimulación con péptidos de la proteína E6 o de 

E7 de HPV-16 se utilizaron péptidos sintéticos de 15-25 aminoácidos, 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 proteínas. La estimulación de las CMSP también se 

realizó en presencia de CEM derivadas de médula ósea normal, de tejido cervical normal, de 

tejido con neoplasia intraepitelial cervical y de cáncer cérvico-uterino, en una proporción final 

de 10:1 CMSP:CEM. Para el co-estímulo de las CMSP se utilizaron perlas Dynabeads 

conteniendo anticuerpos anti-CD3/CD28 (Invitrogen), de acuerdo con el inserto, se colocó 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 inducción de Treg quedaron de la siguiente manera: 

1. CMSP. 

2. CMSP + péptidos de proteína E6 de HPV-16. 

3. CMSP + péptidos de proteína E7 de HPV-16. 

4. CMSP + Dynabeads anti-CD3/CD28. 

5. CMSP + péptidos de proteína E6 de HPV-16 + Dynabeads anti-CD3/CD28. 

6. CMSP + péptidos de proteína E7 de HPV-16 + Dynabeads anti-CD3/CD28. 

7. CMSP + CEM. 

8. CMSP + CEM + Dynabeads anti-CD3/CD28. 

9. CMSP + CEM+ péptidos de proteína E6 de HPV-16. 

10. CMSP + CEM+ péptidos de proteína E7 de HPV-16. 

11. CMSP + CEM+ Dynabeads anti-CD3/CD28+ péptidos de proteína E6 de HPV-16. 

12. CMSP + CEM+ Dynabeads anti-CD3/CD28+ péptidos de proteína E7 de HPV-16. 
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Las CMSP se colectaron al día 4 de cultivo (Prevosto et al., 2007), se lavaron con PBS y 

tiñeron con los anticuerpos anti-CD4-PerCP, anti-CD25-PE, y anti-CD45RO-FITC (BD 

Biosciences) además 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 análisis del fenotipo de las poblaciones de linfocitos T obtenidos de las condiciones antes 

mencionadas se realizó a partir de 100, 000 eventos en el citómetro de flujo FACS-Calibur (BD 

Biosciences). 

 

El análisis de los datos se realizó al comparar los porcentajes de las células Treg inducidas 

(CMSP-iTreg) bajo las diferentes condiciones de cultivo con respecto a un estándar normal 

determinado por el promedio de los valores basales de Treg encontrados en  las CMSP de la 

donadora normal en los diferentes experimentos, más una desviación estándar obtenida a partir 

de estos valores. Para las condiciones de cultivo en las cuales se adicionaron las perlas 

Dynabeads conteniendo anti-CD3/CD28, el estándar 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,  más una desviación estándar obtenida a 

partir de estos valores.  

 

Análisis de la actividad inmunosupresora de las poblaciones de CMSP-iTreg. 
 
Para determinar la actividad inmunosupresora de las CMSP-iTreg, se procedió a evaluar su 

capacidad de inhibir la proliferación de CMSP obtenidas de un donador sano, las cuales fueron 

marcadas con carboxifluorescein succinimidil éster (CFSE; Sigma-Aldrich) a una 

concentración de 1 μM, durante 20 min en PBS a 37ºC; 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 heterólogo: CMSP marcadas con CFSE  (CMSP-CFSE) se colocaron en placas de 

cultivo de 24 pozos (Corning), conteniendo 250 μl de medio I-DMEM (Invitrogen) 

suplementado con 2 mM de L-glutamina, 1mM de piruvato de sodio, 100 UI/ml de penicilina, 

100mg/ml de estreptomicina, 0.1 mM de aminoácidos no esenciales, 50 μM de β-

mercaptoetanol y 10% de SFB (Invitrogen). Posteriormente, en insertos con membrana de 0.45 

μM de poro (Millicel, Millipore USA) se colocaron  CMSP-iTreg derivadas de las diferentes 

condiciones de cultivo, en proporciones 1:10 con respecto a la población de CMSP-CFSE, 

llevando a un volumen final de 500 μl con medio I-DMEM (Invitrogen) suplementado. A este 

cultivo se le adicionó fitohemaglutinina (PHA) a una concentración final de 10μg/ml para 

estimular la proliferación de las células mononucleares. 

 

Al término de 4 días de estímulo, se analizaron los niveles de CFSE en las CMSP-CFSE 

mediante citometría 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 días de cultivo. 
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RESULTADOS. 

 

Obtención de estirpes de células estromales mesenquimales derivadas de tejido cervical 

normal, neoplasias intraepiteliales (NIC) y con cáncer cérvico-uterino (CaCu). 

 

Para la realización de este proyecto de investigación se establecieron estirpes de CEM de tejido 

cervical normal (CN), de cérvix con neoplasia intraepitelial (cérvix NIC) y cérvix con cáncer 

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 características esenciales: 

1.-Ser adherentes en condiciones estándar 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 morfología fue variada, distinguiéndose esencialmente 8 diferentes tipos 

morfológicos: grande, romboide, lamelipodia-lamelipodia, lamelipodia-filopodia, filopodia-

filopodia, triangular, neurítica y pequeña (Figura 9), los cuales fueron similares a los 

encontrados en una estirpe de células estromales mesenquimales derivada de médula ósea, la 

cual fue tomada como referencia (Montesinos et al., 2009). Los porcentajes entre los tipos 

morfológicos fueron muy heterogéneos entre las diferentes estirpes. Cabe destacar que la 

morfología romboide fue muy frecuente en las estirpes de CEM de cérvix-NIC con un 

54.95+16%, la morfología pequeña en las estirpes de CEM de cérvix normal con un 33.1+2.3% 

y la morfología triangular en las estirpes de CEM de cérvix-CaCu con 27.14+20.22 (Figura 9). 
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Figura 9. Morfología característica de las CEM obtenidas de biopsias de tejido cervical normal (CN), de cérvix con 
neoplasia intraepitelial (Cérvix NIC), de cérvix con cáncer cérvico-uterino (cérvix CaCu) y CEM derivadas de médula 

ósea normal (MO) fueron utilizadas como testigo de comparación. Se observaron diferentes tipos morfológicos  en los 
cultivos celulares de las diferentes fuentes. Cada tipo celular fue nombrado dependiendo de las características morfológicas 

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 histológico). 

 

De acuerdo con el  inmunofenotipo obtenido en las estirpes de CEM, se encontró que las 

estirpes de CEM derivadas de tejido cervical normal y de cáncer cervical, mostraron los 

marcadores típicos de CEM (CD105, CD73 y CD90) en altos porcentajes (96-100%) (Tabla 4). 

Otros marcadores celulares como CD13, CD44, CD166, CD29, CD49b, y HLA-ABC, 

comúnmente 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, CD14/CD11b, CD79/CD19 y HLA-DR, 

tuvieron baja expresión en todas las estirpes celulares generadas (Tabla 4). 

 

   
Médula ósea 

 
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 

  
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 

 
14.5 +1.5 

 
5.71 +1.14 

 
27.14 +20.22 

  
Neuritica 

 
5.9 +3.7 

 
7.9 +0.1 

 
0.26 +0.27 

 
2.53 +2.26 

  
Pequeña 

 
15.5 +8.5 

 
33.1 +2.3 

 
3.41 +0.67 

 
9.82 +3.18 
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Tabla 4. Caracterización inmunofenotípica 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 

Tejido normal 
CEM 
NIC 

CEM 
CaCu 

Marcador Promedio %* 
(intervalo) 

Promedio %* 
(intervalo) 

Promedio %* 
(intervalo) 

CD105 99.6925 
(99.92-99.41) 

71.37 
(92.27-50.48) 

96.29 
(99.5-89.1) 

CD73 99.9966667 
(100-99.99) 

98.80 
(99.23-98.38) 

99.02 
(100-97.8) 

CD90 99.694 
(99.90-99.00) 

96.07 
(99.33-92.82) 

96.16 
(100-86.8) 

CD13 99.98 
(100-99.97) 

99.59 
(99.75-99.44) 

99.85 
(100-99.6) 

CD44 99.39 
(99.97-98.90) 

93.46 
(99.56-87.36) 

99.60 
(99.9-99.3) 

CD166 99.9166667 
(99.90-99.80) 

0.63 
(0.95-0.31) 

75.69 
(100-12.22) 

HLA-ABC 99.692 
(99.99-99.00) 

87.11 
(96.07-78.16) 

97.81 
(100-96) 

CD29 99.604 
(99.99-99.87) 

99.07 
(99.12-99.03) 

97.61 
(99.9-95) 

CD49b 99.94 
(100-99.80) 

93.09 
(98.77-87.42) 

99.75 
(100-99.5) 

CD14 1.072 
(1.55-0.40) 

4.15 
(8.28-0.02) 

2.45 
(4-0.13) 

CD31 1.91333333 
(1.77-2.59) 

0.99 
(1.90-0.09) 

1.34 
(1.9-.028) 

CD34 4.0525 
(7.68-0.96) 

0.94 
(1.86-0.03) 

1.06 
(2-0.25) 

HLA-DR 1.686 
(3.40-0.45) 

0.18 
(0.35-0.02) 

0.87 
(1.2-0.21) 

CD54 87.1325 
(95.17-77.50) 

58.17 
(60.01-56.34) 

64.61 
(71.77-47.72) 

*Promedio del porcentaje de células positivas al marcador. 
 

Capacidad de diferenciación osteogénica, condrogénica y adipogénica. 

 

Con la finalidad de analizar la capacidad de diferenciación de las CEM obtenidas de los 

diferentes tejidos, las células fueron cultivadas bajo diferentes condiciones, como se mencionó 

en materiales y métodos, para  favorecer su diferenciación a osteocitos, adipocitos y 

condrocitos. 
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Capacidad de diferenciación osteogénica. 

 

La capacidad de diferenciación osteogénica de las diferentes estirpes celulares de CEM se 

analizó 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 depósitos de calcio; 

esto fue revelado a través de la positividad a la tinción con Von Kossa, típico de osteocitos 

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

 

Capacidad de diferenciación adipogénica. 

 

La capacidad de diferenciación adipogénica de las CEM se determinó  después de haber 

cultivado  las diferentes estirpes de CEM con medio de diferenciación específico durante 4 

semanas. La formación de adipocitos con vacuolas lipídicas reveladas mediante tinción con 

rojo oleoso es un rasgo característico de las células diferenciadas. Todas las estirpes de las 

CEM derivadas de los diferentes tejidos cervicales, mostraron pequeñas vesículas teñidas con 

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

 

Capacidad de diferenciación condrogénica. 

 

Después de cultivar las CEM con medio de diferenciación de condrocitos durante 4 semanas. 

Las células derivadas de los diferentes tejidos cervicales mostraron tinción positiva a azul 

alciano para identificar mucopolisacáridos y también positiva a tricrómico de Masson para 

determinar la presencia de colágeno, típica de condrocitos. Comprobándose entonces, que las 

células obtenidas tienen la capacidad de diferenciarse hacia condrocitos (figura 10). 
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Figura 10. Capacidad de diferenciación osteogénica, condrogénica y adipogénica de las CEM.  CEM 
obtenidas de tejido cervical sano, de neoplasias intraepiteliales (NIC) y de cáncer cérvico uterino CaCu, las 

fotografías de adipogénesis y condrogénesis muestran un aumento de 40X (barra escala=20µm) y las fotografías 
de condrogénesis muestra un aumento de 10X, las flechas en morado muestran las vesículas teñidas con rojo 
oleoso,  las flechas en rojo señalan depósitos de calcio en color marrón después de la tinción con Von Kossa. 

(Barra escala=200µm). 
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Análisis de la capacidad de las CEM para inducir linfocitos Treg en presencia y ausencia 

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

 

A) Análisis 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+CD25highFoxP3+ y CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+ en los linfocitos Treg de memoria de 

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

manera: 

 

1. De acuerdo a los parámetros de tamaño y granularidad, se seleccionó la región de CMSP 

(R1). 

2. Se tomó el grupo de células CD4+ con base en parámetros de granularidad (G2=R1). 

3. De la región CD4+ se seleccionó el grupo a las células CD25highFoxP3+ (G3=R1+R2). 

4. Por último, se elaboró 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. 

         

 

 
 

 
 
 
 

Figura 11. Esquema de la selección de regiones para el análisis de las poblaciones de linfocitos T 
reguladores CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+ a partir de CMSP. Ejemplo representativo de un esquema para 

selección  del análisis de la población CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+, la línea roja en el histograma es el testigo 
de isotipo para CD45RO y la línea azul muestra un ejemplo de células CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+. 

 
 

B) Inducción de linfocitos T reguladores (CD4+CD25highFoxP3+) en co-cultivos de CEM-

CMSP. 

 

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

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

con cáncer, la presencia de estos linfocitos se acentúa, sobretodo en etapas avanzadas de la 
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enfermedad, en donde además se asocia con supresión 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 supresión de la 

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

 

En el presente estudio, se evaluaron las frecuencias de los linfocitos Treg con fenotipo 

CD4+CD25highFoxP3+ y CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+ 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 describió previamente en la metodología, para determinar los valores de CMSP-iTreg 

con fenotipo CD4+CD25highFoxP3+ se establecieron valores estándar, tanto en condiciones 

basales (sin estímulo) como con estímulo 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 inducción 

de Treg con fenotipo de memoria CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+, los valores estándar 

encontrados en la donadora normal fueron de 0.025 en condiciones basales sin estímulo y de 

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

 

B.1) Inducción 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 

proteínas E6 de HPV-16, también fue capaz de inducir células T reguladoras con fenotipo 

CD4+CD25highFoxP3+ ya sea en presencia o en ausencia de las CEM (Figura 12A). Sin 

embargo, cuando las CMSP fueron co-cultivadas en presencia del estímulo de anti-CD3/CD28 

se observó una inducción de linfocitos Treg en presencia de péptidos de las proteínas 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. Evaluación de la capacidad inductora de linfocitos Treg (CD4+CD25highFoxP3+) en co-cultivos de 
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de una donadora normal con células estromales 

mesenquimales de médula ósea normal (04-10) (CEM-MON). A. CMSP de una donadora normal se cultivaron 
en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de péptidos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16. B. 

CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de 
péptidos de las proteínas 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 línea punteada en verde indica el valor estándar normal. 
 

 
Al evaluar la población de las células Treg con fenotipo de memoria, 

CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+, se encontró 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 ó E7 y del estímulo con anti-CD3/CD28 los valores de Treg 

con fenotipo de memoria no incrementó con respecto al valor del estándar normal para este 

caso (Figura 13B). 
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Figura 13. Evaluación de la capacidad inductora de linfocitos Treg de memoria 
(CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+) en co-cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de 
una donadora normal con células estromales mesenquimales de médula ósea normal (04-09) (CEM-MON). 
A. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de 

péptidos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o 
ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de péptidos de las proteínas 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 línea punteada en verde indica el valor 

estándar normal. 
 

 
En un segundo ensayo de inducción 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 observó 

que las CMSP cultivadas en presencia o ausencia de CEM-MON y de los péptidos de E7 

mostraron un amento en la cantidad de linfocitos Treg CD4+CD25highFoxP3+ con respecto al 

valor del estándar normal con un valor de 0.15% y de 0.18% respectivamente (Figura 14A). De 

la misma manera, la adición 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 

estándar normal (Figura 14B). 
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Figura 14. Evaluación de la capacidad inductora de linfocitos Treg (CD4+CD25highFoxP3+) en co-cultivos de 
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de una donadora normal con células estromales 

mesenquimales de médula ósea normal (01-10) (CEM-MON). A. CMSP de una donadora normal se cultivaron 
en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de péptidos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16. B. 

CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de 
péptidos de las proteínas 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 línea punteada en verde indica el valor estándar normal. 
 

 
En este experimento, al analizar la población de las células Treg de memoria 

(CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+), el mayor número de células Treg detectable con este 

fenotipo se encontró en el co-cultivo de CMSP+CEM-MON+péptido de E7 con un 0.16% 

(Figura 15A), pero también se observó un incremento de células Treg en ausencia de CEM-

MON con un valor de 0.13%, también se observó 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 estímulo con anti-CD3/CD28 en ninguno de los casos con respecto al valor estándar normal 

(Figura 15B). 
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Figura 15. Evaluación de la capacidad inductora de linfocitos Treg de memoria 
(CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+) en co-cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de 
una donadora normal con células estromales mesenquimales de médula ósea normal (01-10) (CEM-MON). 
A. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de 

péptidos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o 
ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de péptidos de las proteínas 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 línea punteada en verde indica el valor 

estándar normal. 
 

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

MON. 

 

Tomando en consideración que la frecuencia de linfocitos Treg CD4+CD25highFoxP3+ es 

potencialmente mayor en pacientes con cáncer (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 procedió a analizar la población 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 estímulo con anti-CD3/CD28 (Figura 16A). Un comportamiento 

similar al del caso anterior se observa para los co-cultivos a los que se adicionó anti-
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CD3/CD28, ya que no se observó un incremento en la población de células con fenotipo 

regulador  tanto en ausencia como en presencia de los péptidos antigénicos con respecto al 

valor estándar 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+CD25highFoxP3+CD45RO+, en presencia de CEM-MON si aumentó la frecuencia de estas 

células pero en presencia de las CEM-MON y de los péptidos de E6 ó E7, obteniéndose los 

valores de 0.06% y de 0.1% respectivamente (Figura 17A), sugiriendo entonces, la 

participación de las CEM-MON en la inducción de linfocitos Treg de memoria en estos co-

cultivos. Sin embargo no se indujeron linfocitos Treg de memoria con respecto al valor del 

estándar normal con el estímulo de anti-CD3/CD28 (Figura 17B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Evaluación de la capacidad inductora de linfocitos Treg (CD4+CD25highFoxP3+) en co-cultivos de 
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de una paciente con CaCu con células estromales 

mesenquimales de médula ósea normal (01-10) (CEM-MON). A. CMSP de una donadora normal se cultivaron 
en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de péptidos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16. B. 

CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de 
péptidos de las proteínas 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 línea punteada en verde indica el valor estándar normal. 
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Figura 17. Evaluación de la capacidad inductora de linfocitos Treg de memoria 
(CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+) en co-cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de 

una paciente con CaCu con células estromales mesenquimales de médula ósea normal (01-10) (CEM-MON). 
A. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de 

péptidos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o 
ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de péptidos de las proteínas 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 línea punteada en verde indica el valor 

estándar normal. 
 
 

B. 3) Inducción 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 observó que el porcentaje de las 

células Treg obtenidas de los cultivos de CMSP+CEM-CN, CMSP+CEM-CN+péptidos de E6 

ó E7 fueron inferiores al 1%; sin embargo, en todos los cultivos se obtuvo un incremento en el 

porcentaje de células Treg, CD4+CD25highFoxP3+ con respecto al valor del estándar normal 

(Figura 18A), cuando se les agregó el estímulo 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 estándar normal (Figura 18B). 
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Figura 18. Evaluación de la capacidad inductora de linfocitos Treg (CD4+CD25highFoxP3+) 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 proporción 10:1; de péptidos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16. B. 
CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de 

péptidos de las proteínas 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 línea punteada en verde indica el valor estándar normal. 
 

Al analizar la población de células Treg de memoria, en la combinación CMSP+CEM-CN y 

CMSP+CEM-CN+péptidos de E6 ó E7 se detectaron porcentajes más elevados de células  

CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+ con respecto al valor estándar 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 adicionó al cultivo el estímulo de anti-

CD3/CD28 los porcentajes obtenidos de células con fenotipo de memoria fueron inferiores al 

valor estándar normal (Figura 19B). 
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Figura 19. Evaluación de la capacidad inductora de linfocitos Treg de memoria 
(CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+) 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 proporción 10:1; de péptidos de las proteínas E6 y E7 de 
HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 
10:1; de péptidos de las proteínas 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 línea punteada en verde indica el valor estándar normal. 
 
 

En otro experimento utilizando las CMSP de la misma donadora normal con las estirpe celular 

de las CEM-CN (02-08), se encontró que el porcentaje de células Treg, CD4+CD25highFoxP3+, 

en los cultivos de CMSP+CEM-CN, CMSP+péptidos de E6 ó E7 y CMSP+CEM-CN+péptidos 

de E6 ó E7, no fueron superiores al valor del estándar normal (Figura 20A), también se observó 

que en los cultivos a los que se les agregó el estímulo de anti-CD3/CD28, tampoco se observó 

incremento en los valores de células Treg con respecto al valor del estándar normal (Figura 

20B). 
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Figura 20. Evaluación de la capacidad inductora de linfocitos Treg (CD4+CD25highFoxP3+) 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 proporción 10:1; de péptidos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16. B. 
CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de 

péptidos de las proteínas 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 línea punteada en verde indica el valor estándar normal. 
 

Al realizar el análisis de las células Treg de memoria en este experimento, se observó que en los 

co-cultivos de CMSP+CEM-CN, CMSP+péptidos de E6 ó E7 y CMSP+CEM-CN+péptidos de 

E6 ó E7 en ausencia del estímulo de anti-CD3/CD28, el porcentaje de Treg en todos ellos fue 

superior al valor del estándar normal (Figura 21A). Sin embargo, cuando estuvo presente el 

estímulo de anti-CD3/CD28, los valores de linfocitos Treg con fenotipo de memoria, 

CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+, correspondieron casi al total de los linfocitos Treg 

CD4+CD25highFoxP3+ previamente detectados (Figura 20B), encontrándose el valor de 4.03% 

en el co-cultivo de CMSP+péptidos de E7+anti-CD3/CD28 y el mayor número 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 estándar normal (Figura 21B). 

 

 

CMSP-DS 

 
CEM 
CN  

CEM 
CN  

CEM 
CN  

CEM 
CN  

CEM 
CN 

 CEM 
CN 

 E6 E7   E6 E7 

 anti-CD3/CD28 

18.35

%
 d

e 
cé

lu
la

s 
C

D
4+ C

D
25

hi
gh

Fo
xP

3+  

A B 0.1 



48 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura 21. Evaluación de la capacidad inductora de linfocitos Treg de memoria 
(CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+) 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 proporción 10:1; de péptidos de 
las proteínas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea 
de CEM en proporción 10:1; de péptidos de las proteínas 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 línea punteada en verde indica el valor estándar normal. 

 
 

B. 4) Inducción 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 ó E7 y CMSP+CEM-NIC+péptidos de 

E6 ó E7 se mantuvo por debajo del 1% en todos los casos, sin embargo los porcentajes son 

superiores al valor del estándar normal (Figura 22A). Mientras que en los co-cultivos a los 

cuales se les adicionó el estímulo de anti-CD3/CD28, el porcentaje de células Treg no en todos  

los casos fue superior al del estándar 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).  
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Figura 22. Evaluación de la capacidad inductora de linfocitos Treg (CD4+CD25highFoxP3+) en co-cultivos de 
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de una donadora normal con células estromales 

mesenquimales de NIC-I (02-09) (CEM-NIC). A. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o 
ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de péptidos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una 
donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de péptidos de las 
proteínas 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 
línea punteada en verde indica el valor estándar normal. 

 
 

Al analizar el inmunofenotipo de las células Treg de memoria en este experimento, en la 

mayoría de las condiciones de cultivo en las cuales se adicionaron o no CEM-NIC, ya sea en 

presencia o ausencia del estímulo de anti-CD3/CD28, se detectaron mayores cantidades de 

células con fenotipo CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+ con respecto al valor estándar 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 estándar 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 23. Evaluación de la capacidad inductora de linfocitos Treg de memoria 
(CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+) en co-cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de 

una donadora normal con células estromales mesenquimales de NIC-I (02-09) (CEM-NIC). A. CMSP de una 
donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de péptidos de las 

proteínas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de 
CEM en proporción 10:1; de péptidos de las proteínas 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 línea punteada en verde indica el valor estándar normal. 

 
 

La inducción de células Treg en cultivos de CMSP de la donadora normal control con CEM-

NIC-I (03-09) derivadas de una paciente con infección por HPV tipo 11, mostró que el 

porcentaje de células con fenotipo de Treg en cultivos de CMSP+CEM-NIC y CEMP+CEM-

NIC+péptidos de E6 ó E7 fueron menores que el valor del estándar normal (Figura 24A). Así 

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 estándar normal (Figura 24B). 
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Figura 24. Evaluación de la capacidad inductora de linfocitos Treg (CD4+CD25highFoxP3+) en co-cultivos de 
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de una donadora normal con células estromales 

mesenquimales de NIC-I (03-09) (CEM-NIC). A. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o 
ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de péptidos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una 
donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de péptidos de las 
proteínas 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 
línea punteada en verde indica el valor estándar normal. 

 
El análisis de las células obtenidas de los cultivos de CMSP+CEM-NIC, CMSP+péptidos de 

E6 ó E7 y CMSP+CEM-NIC+péptidos de E6 o E7 mostró que los valores encontrados de Treg 

de memoria fueron superiores a los valores del estándar normal con valores del 0.06% y 0.04% 

respectivamente (Figura 25A). Sin embargo, cuando se adicionó el estímulo de anti-

CD3/CD28, se encontró un incremento en el número de células con este fenotipo, en los 

cultivos en los cuales no fueron adicionadas CEM-NIC, encontrándose los valores de 2.11% y 

0.81% para los co-cultivos de CMSP+péptidos de E6 ó E7 respectivamente,  contra 0.25% y 

0.2% en los cuales se adicionaron CEM-NIC (Figura 25B). 
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Figura 25. Evaluación de la capacidad inductora de linfocitos Treg de memoria 
(CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+) en co-cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de 

una donadora normal con células estromales mesenquimales de NIC-I (03-09) (CEM-NIC). A. CMSP de una 
donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de péptidos de las 

proteínas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de 
CEM en proporción 10:1; de péptidos de las proteínas 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 línea punteada en verde indica el valor estándar normal. 

 
 

B. 5) Inducción 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 ó E7 no incrementaron el 

valor de células Treg con respecto al valor del estándar normal, pero en el co-cultivo de 

CMSP+péptidos de E6 si aumentó la frecuencia de células Treg con respecto al valor del 

estándar normal con un valor de 0.17% (Figura 26A). En los co-cultivos en los cuales se 

adicionó el estímulo de anti-CD3/CD28, se observó que las población de células Treg, no 

aumentó en ninguno de los casos. (Figura 26B). 
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Figura 26. Evaluación de la capacidad inductora de linfocitos Treg (CD4+CD25highFoxP3+) en co-cultivos de 
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de una donadora normal con células estromales 
mesenquimales de cáncer cérvico-uterino (22-08) (CEM-CaCu). A. CMSP de una donadora normal se 

cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de péptidos de las proteínas E6 y E7 de 
HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 
10:1; de péptidos de las proteínas 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 línea punteada en verde indica el valor estándar normal. 
 
 

Al analizar las población de células Treg de memoria, se observó 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 estándar 

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

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

respecto al valor del estándar normal (Figura 27B). 
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Figura 27. Evaluación de la capacidad inductora de linfocitos Treg de memoria 
(CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+) en co-cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de 

una donadora normal con células estromales mesenquimales de cáncer cérvico-uterino (22-08) (CEM-
CaCu). A. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 

10:1; de péptidos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en 
presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de péptidos de las proteínas 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 línea punteada en verde indica el valor 

estándar 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 ó E7 

(Figura 28A). Sin embargo, al agregar el estímulo 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 disminuyó el porcentaje de células Treg, 

obteniéndose los valores de 4.86% y 6.5%, respectivamente (Figura 28B). 
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Figura 28. Evaluación de la capacidad inductora de linfocitos Treg (CD4+CD25highFoxP3+) en co-cultivos de 
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de una donadora normal con células estromales 
mesenquimales de cáncer cérvico-uterino (31-09) (CEM-CaCu). A. CMSP de una donadora normal se 

cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de péptidos de las proteínas E6 y E7 de 
HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 
10:1; de péptidos de las proteínas 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 línea punteada en verde indica el valor estándar normal. 
 
 

Al determinar las células Treg de memoria, se encontró que la condición 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 estímulo de anti-CD3/CD28 no aumentaron los valores de células 

Treg de memoria con respecto al valor del estándar normal (Figura 29B). 
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Figura 29. Evaluación de la capacidad inductora de linfocitos Treg de memoria 
(CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+) en co-cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de 
una donadora sana con células estromales mesenquimales de cáncer cérvico-uterino (31-09) (CEM-CaCu). 
A. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de 

péptidos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o 
ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de péptidos de las proteínas 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 línea punteada en verde indica el valor 

estándar normal. 
 
 

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

En un último ensayo realizado con CEM-CaCu (31-09) y con CMSP de una paciente con 

CaCu (07-10), se encontró que para las condiciones de cultivo de CMSP+péptidos de E7 

aumentó el número de células T con fenotipo CD4+CD25highFoxP3+ con respecto al valor del 

estándar normal fue de un 0.11% (Figura 30A). Sin embargo al adicionar el estímulo 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 inducción 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 estándar normal (Figura 31B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Evaluación de la capacidad inductora de linfocitos Treg (CD4+CD25highFoxP3+) en co-cultivos de 
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de una paciente con CaCu con células estromales 
mesenquimales de cáncer cérvico-uterino (31-09) (CEM-CaCu). A. CMSP de una donadora normal se 

cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de péptidos de las proteínas E6 y E7 de 
HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 
10:1; de péptidos de las proteínas 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 línea punteada en verde indica el valor estándar normal. 
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Figura 31. Evaluación de la capacidad inductora de linfocitos Treg de memoria 
(CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+) en co-cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de 

una paciente con CaCu con células estromales mesenquimales de cáncer cérvico-uterino (31-09) (CEM-
CaCu). A. CMSP de una donadora normal se cultivaron en presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 

10:1; de péptidos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16. B. CMSP de una donadora normal se cultivaron en 
presencia o ausencia, ya sea de CEM en proporción 10:1; de péptidos de las proteínas 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 línea punteada en verde indica el valor 

estándar normal. 
 

 

Evaluación 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 proliferación de CMSP de una donadora sana. 

 

A) Análisis de inhibición de la proliferación. 

 

Al término de 4 días de estímulo, se analizaron los niveles de CFSE en los linfocitos 

proliferantes mediante citometría de flujo de la siguiente manera: 
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Se escogió la región de CMSP con los parámetros de tamaño (FSC) y granularidad (SSC), 

región 1 (R1). A partir R1 se realizó un histograma para CFSE y se analizaron las CMSP que se 

cultivaron durante 4 días sin estimulo (línea roja) y se hizo la región R2, la cual proporciona el 

porcentaje de CMSP que proliferaron durante 4 días con estímulo de PHA marcadas con CFSE 

(línea azul) tal y como se muestra en la figura 32. 

 

       

 

 

 

 

 

 
Figura 32. Esquematización de selección de regiones para el análisis del porcentaje de células proliferantes 

en el cultivo. 
 

La inhibición de la proliferación se analizó 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 adición 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 mencionó 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 proliferación de CMSP de una donadora normal, inicialmente se 

evaluó el porcentaje de CMSP-CFSE proliferantes bajo el estímulo únicamente 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 encontró 

una ligera disminución en el número de células proliferantes, encontrándose valores entre 40-

53% en varios de los casos. El mayor efecto inhibitorio se observó cuando se adicionaron 

CMSP-iTreg derivadas del co-cultivo de CMSP+CEM-MON+péptidos de E6, el número de 
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células proliferantes disminuyó 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 y anti-CD3/CD28, se observó un ligero incremento en la proliferación de los 

linfocitos respondedores (Figura 33). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 proporción 10:1 con CMSP-iTreg. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4 
días en presencia de 10μg/ml de PHA y posteriormente se determinó el porcentaje de células proliferantes 

(indicado sobre las barras). La proliferación 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 observó que en la mayoría de los casos, los 

CMSP-iTreg produjeron disminución en el número de células proliferantes respecto al cultivo 

de referencia (63.46%), en siete de los casos hubo inhibición de la proliferación en más del 

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

en el número de células proliferantes respecto al valor de referencia con un 75.39% (Figura 34). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

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 proporción 10:1 con CMSP-iTreg. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4 
días en presencia de 10μg/ml de PHA y posteriormente se determinó el porcentaje de células proliferantes 

(indicado sobre las barras). La proliferación 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 encontró que la adición 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 proporción 10:1 con CMSP-iTreg. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4 
días en presencia de 10μg/ml de PHA y posteriormente se determinó el porcentaje de células proliferantes 

(indicado sobre las barras). La proliferación 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 
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encontradas en cultivo de referencia de los linfocitos respondedores fue de 50.55%. Sólo las 

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

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

proliferación de los linfocitos respondedores entre un 56-91.35% (Figura 36). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

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 proporción 10:1 con CMSP-iTreg. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4 
días en presencia de 10μg/ml de PHA y posteriormente se determinó el porcentaje de células proliferantes 

(indicado sobre las barras). La proliferación 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 heterólogo 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 

observó un ligero efecto inhibitorio sobre la proliferación 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%, encontrándose los valores entre 

49.06% y 53.14%; mientras que en los demás casos, la adición de CMSP-iTreg, derivados de 
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las condiciones restantes, incrementó ligeramente la proliferación de los linfocitos 

respondedores, obteniéndose valores entre 54-67% (Figura 37). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 proporción 10:1 con CMSP-iTreg. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4 
días en presencia de 10μg/ml de PHA y posteriormente se determinó el porcentaje de células proliferantes 

(indicado sobre las barras). La proliferación 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. 
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número de células proliferantes respecto al valor de referencia (54.97%) en 7 de las 

condiciones empleadas, encontrándose 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 supresión de la proliferación, obteniéndose el valor de 40.51%. Por otro 

lado, en cinco casos se encontró mayor proliferación respecto al control (55-65%) (Figura 38). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 proporción 10:1 con CMSP-iTreg. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4 
días en presencia de 10μg/ml de PHA y posteriormente se determinó el porcentaje de células proliferantes 

(indicado sobre las barras). La proliferación 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 observó una reducción importante en el 

número 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 encontró un incremento en el número 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 proporción 10:1 con CMSP- iTreg. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4 
días en presencia de 10μg/ml de PHA y posteriormente se determinó el porcentaje de células proliferantes 

(indicado sobre las barras). La proliferación 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 encontró que las CMSP-iTreg 

derivadas de co-cultivos de CMSP con péptidos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16 y CEM-

CaCu, inhibieron la proliferación de los linfocitos respondedores respecto al valor de referencia 

(54.11%), encontrándose valores entre 19.74-40.81%. En los demás casos, los valores de 
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linfocitos proliferantes  fueron superiores al testigo positivo, encontrándose valores entre 

63.25-89.15% de células proliferantes (Figura 40). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 proporción 10:1 con CMSP-iTreg. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4 
días en presencia de 10μg/ml de PHA y posteriormente se determinó el porcentaje de células proliferantes 

(indicado sobre las barras). La proliferación 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 observó que en todos los 

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

de referencia (30.99%), encontrándose valores de proliferación 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 proporción 10:1 con CMSP-iTreg. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4 
días en presencia de 10μg/ml de PHA y posteriormente se determinó el porcentaje de células proliferantes 

(indicado sobre las barras). La proliferación 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 último, 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 

encontró que en todos los casos las CMSP-iTreg disminuyeron la proliferación detectada en el 

cultivo de referencia (29.76%), encontrándose 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-

CaCu, se observó una mayor disminución (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 proporción 10:1 con CMSP-iTreg. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4 
días en presencia de 10μg/ml de PHA y posteriormente se determinó el porcentaje de células proliferantes 

(indicado sobre las barras). La proliferación 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+CD25highFoxP3+ (Figuras 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30) y con fenotipo 

CD4+CD25highFoxP3+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 ósea(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+CD25highFoxP3+, 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 
ósea normal (MON), cérvix normal (CN),  neoplasia intraepitelial cervical (NIC) y cáncer cérvico-uterino (CaCu)) en proporción 10:1; 

de péptidos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16; o de perlas conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica. Los números 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 inducción de linfocitos T reguladores  
Condición de 
Cultivo del 
origen de 

Treg 
CEM-MON 

(04-09) 
CMSP-DN 

CEM-MON 
( 01-10) 

CMSP-DN 

CEM-MON  
(01-10)  

Pac. CaCu 
(09-10) 

CEM-CN  
(01-08) 

CMSP-DN 

CEM-CN  
(02-08) 

CMSP-DN 

CEM-NIC 
(02-09) 

CMSP-DN 

CEM-NIC 
 (03-09) 

CMSP-DN 

CEM-CaCu  
(22-08) 

CMSP-DN 

CEM-CaCu 
(31-09) 

CMSP-DN 

CEM-
CaCu  
(31-09) 
CMSP  

Pac. CaCu 
(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+E6 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+E7 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 

CMSP+anti-
CD3/CD28 26.01 4.29 11.09 17.46 2.47 27.10 6.99 1.39 21.09 15.20 

CMSP+CEM+ 
anti-CD3/CD28 16.47 6.93 8.71 3.80 0.20 5.54 0.88 0.25 2.64 7.06 

CMSP+E6 + 
anti-CD3/CD28 43.41 6.88 16.33 17.08 4.73 28.11 4.39 0.30 25.44 16.28 

CMSP+CEM+E6 
+anti-CD3/CD28 25.3 3.03 11.53 5.24 0.15 7.45 0.92 0.84 4.86 7.44 

CMSP+E7+ 
anti-CD3/CD28 30.43 6.22 13.60 21.36 4.97 23.53 4.19 5.03 19.23 13.48 

CMSP+CEM+E7 
+anti-CD3/CD28 19.14 15.08 8.7 8 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+CD25highFoxP3+CD45RO+, 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 ósea normal (MON), cérvix normal (CN), neoplasia Intraepitelial cervical (NIC) y cáncer cérvico-uterino 

(CaCu) en proporción 10:1; de péptidos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16; o de perlas conteniendo anti-CD3-CD28 como se indica. 
Los números en rojo  muestran los porcentajes de Treg de memoria  iguales o mayores a los detectados en el  estándar de referencia  en 
ausencia de estímulo (0.025) o en presencia del estímulo con Dynabeads conteniendo anticuerpos anti-CD3/CD28 (0.62). Los números 

en rojo muestran las condiciones de cultivo en donde la presencia de CEM indujo un mayor porcentaje de Treg. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Estirpes celulares de CEM y fuente de CMSP empleadas para la inducción de linfocitos T reguladores de memoria Condición de 
Cultivo del 
origen de 

Treg 

CEM-MON 
(04-09) 

CMSP-DN 

CEM-MON 
(01-10) 

CMSP-DN 

CEM-MON 
(01-10) 

Pac. CaCu 

CEM-CN 
(01-08)  

CMSP-DN 

CEM-CN 
(02-08)  

CMSP-DN 

CEM-NIC 
(02-09)  

CMSP DS 

CEM-NIC 
(03-09)  

CMSP-DN 

CEM-CaCu 
(22-08)  

CMSP-DN 

CEM-CaCu 
(31-09)  

CMSP-DN 

CEM-
CaCu 
(31-09) 
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-
CD3/CD28 0.15 0.03 0.08 0.00 2.19 0.48 1.01 0.04 0.03 0.01 

CMSP+CEM+ 
anti-CD3/CD28 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-CD3/CD28 0.31 0.04 0.27 0.06 0.14 2.17 0.25 0.24 0.07 0.16 
CMSP+E7+anti-

CD3/CD28 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 

proliferación 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 

proliferación de CMSP derivadas de una paciente con CaCu. 

 

 

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

(linfocitos respondedores) y se co-cultivaron en proporción 10:1 con  CMSP-iTreg obtenidos de diferentes 
condiciones de cultivo como se indica. Los co-cultivos se mantuvieron durante 4 días en presencia de 10μg/ml de 

PHA y posteriormente se determinó el porcentaje de linfocitos respondedores  proliferantes mediante citometría de 
flujo. Control +,  representa el porcentaje de linfocitos respondedores proliferantes en ausencia de CMSP-iTreg. 

Los valores en rojo muestran la inhibición de la proliferación >30% respecto al control + de referencia. 
Estirpes celulares de CEM empleadas para la inducción de linfocitos T reguladores 

Fuente de CMSP sobre las cuales se evaluó el efecto inmunosupresor de las CMSP-iTreg Condición 
de Cultivo 
del origen 
de Treg 

CEM-MON 
(0409) 

 CMSP DN 

CEM-MON 
(01-10) 

CMSP DN 

CEM-MON 
(01-10) 

CMSP-Pac. 
CaCu 
(09-10) 

CEM-CN 
(01-08) 

CMSP DN 

CEM-CN 
(02-08) 

CMSP DN 

CEM-NIC 
(02-09) 

CMSP DN 

CEM-NIC 
(03-09) 

CMSP DN 

CEM-CaCu 
(22-08) 

CMSP DN 

CEM-CaCu 
(31-09) 

CMSP DN 

CEM-CaCu 
(31-09) 
CMSP 

Pac. CaCu 
(07-09) 

CONTROL 
(+) 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 
CMSP+CEM+

E6 26.52 25.59 34.99 64.81 49.06 53.69 47.04 39.72 16.79 7.79 
CMSP+E7 45.51 43.04 30.46 56.79 53.14 49.99 26.55 76.9 14.43 17.12 

CMSP+CEM+
E7 40.14 24.29 40.59 21.28 53.04 57.84 32.29 23.58 19.17 7.01 

CMSP+anti-
CD3/CD28 51.78 17.6 49.46 84.52 56.87 44.4 53.62 63.25 22.86 5.74 

CMSP+CEM+ 
anti-

CD3/CD28 
41.39 37.72 53.4 84.25 54.25 59.47 34.32 23.81 14.38 15.84 

CMSP+E6+ 
anti-

CD3/CD28 
52.38 75.39 52.68 75.68 61.05 55.04 67.29 68.25 21.45 3.42 

CMSP+CEM+
E6+anti-

CD3/CD28 
45.47 35.4 44.17 74.55 56.07 48.64 27.81 40.81 11.12 10.16 

CMSP+E7+an
ti-CD3/CD28 76.73 34.28 59.42 59.67 64.86 57.2 20.49 78.33 19.46 9.47 

CMSP+CEM+
E7+anti-

CD3/CD28 
73.42 25.92 52.81 85.56 56.71 40.51 26.61 19.74 14.47 14.68 
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DISCUSIÓN. 

 

A pesar de los avances importantes en la comprensión de los mecanismos que conducen a la 

inmunidad tumoral aún existen una serie de obstáculos que dificultan el éxito de una 

inmunoterapia eficaz. Estos obstáculos incluyen la capacidad de los tumores para promover un 

microambiente tolerante y la activación de mecanismos inmunosupresores que actúan para 

contrarrestar la respuesta en contra de ellos. Los diferentes mecanismos utilizados por los 

tumores para neutralizar dicha respuesta incluyen la deficiencia en la presentación de 

antígenos, la activación de señales co-estimuladoras que inhiben la respuesta inmune y la 

síntesis de moléculas inmunosupresoras, entre otras (Rabinovich et al., 2007). Además, 

recientemente se ha descrito la influencia de poblaciones de células reguladoras que pueden 

contribuir a la inmunosupresión, entre las cuales se encuentran las células T reguladoras, las 

células NK, subconjuntos de células dendríticas inmaduras tales como las células dendríticas 

plasmacitoides, los macrófagos asociados a tumores (Rabinovich et al., 2007), fibroblastos y 

células estromales mesenquimales (CEM) (English et al.,2008). Durante la última década, se ha 

confirmado la hipótesis de que los tumores pueden alterar la inmunidad antitumoral 

promoviendo la expansión, el reclutamiento y la activación de distintas poblaciones de 

linfocitos Treg (Sakaguchi, 2004, Zou, 2005). De hecho, se ha evidenciado un incremento en el 

número de células Treg en sangre periférica de pacientes con diferentes tipos de cáncer 

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

 

Por otra parte, se sabe que el cáncer cérvico-uterino (CaCu) puede surgir como el resultado de 

una infección persistente con tipos de alto riesgo de HPV, en particular de los tipos 16 y 18 

(Bosch et al., 1995). Las proteínas 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 

proteínas del HPV son extrañas al organismo, se esperaría que el sistema inmune respondiera 

en contra de estos antígenos 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 está asociado a un fracaso de la respuesta de las células T en contra 

de la infección por HPV (van der Burg et al., 2007).Además, se ha descrito que la inducción de 

linfocitos Treg antígeno-específicos y su influjo en el tumor y ganglios linfáticos de pacientes 

con CaCu avanzado puede ser uno de los factores relevantes en la supresión de la respuesta 
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antígeno específica 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-β, 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 eliminación de 

tumores de cuello uterino por quimio y radioterapia, reduce de manera modesta las frecuencias 

de células con fenotipo regulador CD4+CD25high (Visser et al., 2007), lo que sugiere que 

existen otros mecanismos que pueden participar de manera importante en la inducción de 

células Treg en este tipo de tumor. 

 

Por otra parte, se ha postulado que las CEM participan en la generación de linfocitos Treg en 

los tumores, debido a que éstas, además de ser ubicuas en diferentes tejidos y soportar la 

hematopoyesis en la médula ósea, se caracterizan por tener actividad inmunosupresora y por su 

capacidad de inducir, reclutar y mantener la función reguladora de linfocitos Treg (Dominici et 

al 2006; Prevosto et al., 2007; Di Ianni et al., 2008). De acuerdo con esta última aseveración, 

en el presente estudio se analizó la capacidad de CEM obtenidas de neoplasias de cuello uterino 

(NIC y CaCu) así como de tejido normal (cérvix y médula ósea) para inducir linfocitos Treg. 

Para probar esta hipótesis, se establecieron co-cultivos de CMSP de donadoras sanas y de 

pacientes con CaCu con las diferentes CEM. Asimismo, tomando en consideración que en 

sangre periférica de pacientes con CaCu se ha reportado la presencia de linfocitos T 

reguladores con especificidad al estímulo con péptidos antigénicos derivados de proteínas 

oncogénicas de HPV-16 (Welters et al., 2008), también se evaluó si bajo las condiciones de co-

cultivo de CEM-CMSP, la presencia de péptidos derivados de las proteínas oncogénicas E6 y 

E7 de HPV-16 favorecía la inducción de linfocitos Treg de memoria. Adicionalmente, se 

evaluó si el estímulo con los anticuerpos anti-CD3/CD28 favorecían la inducción de las 

poblaciones de linfocitos Treg. 

 

Tomando en consideración que el potencial biológico inmunosupresor de las CEM se ha 

asociado con las características intrínsecas de estos tipos celulares, como son el tamaño celular, 

el fenotipo y su capacidad de diferenciación 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 morfología y tamaño de las CEM generadas 

para nuestro estudio, utilizamos una nomenclatura de 8 diferentes formas y tamaños reportada 
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previamente para CEM de médula ósea (Montesinos et al., 2009). En nuestro estudio 

encontramos una gran heterogeneidad en las formas y tamaños de las estirpes celulares de CEM 

derivadas de tejido cervical normal, de NIC y CaCu, en donde las formas pequeñas, romboides 

y triangulares predominaron con porcentajes desde 27-55%. Cabe mencionar que estos tipos 

morfológicos en estirpes celulares de CEM obtenidas de diversas fuentes han sido descritos 

como los más proliferativos y con mayor capacidad de renovación (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. Además 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 ósea 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 ósea, los marcadores predominantes fueron CD73 y 

CD90 mientras que en aquellas derivadas de los tejidos cervicales, se encontró que CD73 es el 

principal antígeno de superficie que se presenta, lo cual pudiera tener una implicación 

importante en otro mecanismo de supresión de la proliferación linfoide a través de la 

generación de adenosina, un potente inhibidor de la proliferación de linfocitos T, producido por 

células tumorales y linfocitos Treg (Jin et al., 2010, Sitkovsky et al., 2008). La expresión de 

CD13 y CD44 también fue encontrada en un alto porcentaje de las CEM obtenidas de los 

tejidos cervicales; la expresión de estos marcadores también ha sido reportada para estirpes de 

CEM obtenidas de médula ósea y sangre de cordón umbilical (Fajardo-Orduña GR 2008) así 

como en CEM de diferentes fuentes celulares (Lee et al., 2004, Marcov et al., 2007); lo que 

podrían constituir nuevos marcadores para la caracterización de las CEM. 

 

Además de la forma y fenotipo que caracterizan a las células mesenquimales, la capacidad de 

diferenciación 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 tinción, previamente utilizados para caracterizar CEM de tejido cervical (Sun et al., 

2010) para detectar características propias de las células diferenciadas. La diferenciación de  las 

CEM-CN, CEM-NIC y CM-CaCu a osteoblastos fue determinada mediante la tinción con Von 

Kossa la cual fue evidenciada por la presencia de depósitos de calcio encontrados en forma de 

estrías o pequeñas motas en todas las estirpes celulares analizadas que fueron cultivadas con 



76 

medio de inducción específico. En el caso particular de CEM-CN fue notoria la presencia de 

una mayor cantidad de depósitos de calcio, sugiriendo mayor potencial de diferenciación de 

estas estirpes celulares hacia este linaje. 

 

Por otra parte, para determinar la capacidad de diferenciación adipogénica, las CEM fueron 

teñidas con rojo oleoso. En el caso particular de las CEM-MO, éstas formaron adipocitos con 

vacuolas lipídicas bien definidas, sin embargo las CEM provenientes de los tejidos cervicales 

únicamente mostraron pequeñas motas positivas a la tinción con el colorante. Este mismo 

patrón de tinción fue encontrado por Sun et al., 2010 en CEM provenientes de tejido de CaCu. 

Otros grupos han relacionado la capacidad de diferenciación adipocítica con características 

inmunofenotípicas de las células, como lo es la expresión 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 cordón umbilical fueron positivas a 

CD90 pero no fueron capaces de formar vesículas lipídicas como en aquellas provenientes de 

médula ósea (Fajardo-Orduña GR 2008). Sugiriendo diferentes capacidades de las CEM para 

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

 

La capacidad de diferenciación hacia condorcitos también fue evidenciada en todas las estirpes 

celulares de CEM, debido a que las células cultivadas con el medio de diferenciación específico 

favoreció su crecimiento en micromasa y la tinción específica con azul anciano de cortes 

histológicos de estas micromasas fueron positivas en todos los casos, lo cual es típico de los 

tejidos cartilaginosos. De hecho la propiedad de CEM de varias fuentes celulares para 

diferenciarse a cartílago ha sido considerada para su uso en el reemplazo de tejidos dañados 

(Montesinos et al., 2009) y en tejido genital pudiera estar asociado con la formación de estroma 

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

 

En nuestro estudio además de corroborar el potencial de diferenciación 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+CD25highFoxP3+ y 

CD4+CD25highFoxP3+ CD45RO+ a partir de CMSP en presencia de péptidos antigénicos de las 

proteínas E6 y E7 de HPV-16. Los porcentajes de Treg inducidos en los cultivos celulares, 

fueron comparados con un valor estándar 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+CD25highFoxP3+ y de 0.025 para el 

fenotipo CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+ respecto a la población total de CMSP. Estos valores 

contrastan con valores de referencia en donadoras normales reportados por Visser et al., (2007), 

quien encontró un promedio de 0.6% (0.2-1.2%) de la población Treg con fenotipo 

CD4/CD25high respecto a la población total de CMSP. En otro estudio realizado por English et 

al., (2009), reportó que a partir de poblaciones purificadas de CD4+, la inducción de células 

Treg con fenotipo CD4+CD25high fue de 1.46% en los co-cultivos de CD4+ con las CEM 

durante 3 días. En nuestro estudio, la caracterización del fenotipo fue más selectiva, ya que 

incluyó de manera adicional a los marcadores FoxP3 y CD45RO. Tomando en cuenta los 

valores estándar de referencia, se observó 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 

Tabla 5, indujeron los porcentajes más altos de Treg con fenotipo CD4+CD25highFoxP3+ a partir 

de los co-cultivos con CMSP de la donadora normal y de una paciente con CaCu. De manera 

interesante, se encontró que la adición 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 

población de los linfocitos Treg con fenotipo de memoria CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+ 

(Tabla 6) comparado con los porcentajes encontrados en los cultivos de CMSP donde sólo se 

adicionaron las CEM o los péptidos de manera independiente. Sugiriendo entonces que la 

aparición de la población 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 antígeno específico. 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 inducción de Treg como lo es TGF-β e IL-10, 

no obstante la producción de altos niveles de IL-6 por las CEM puede modificar la inducción 

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 podría 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 infección 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 cáncer avanzado (Visser et al 2007). Asimismo, a 

pacientes con cáncer cervical, a quienes se les había extirpado el tumor y posteriormente se les 

vacunó con péptidos de 25-35 aminoácidos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16, desarrollaron 

inmunidad antígeno específica efectora y eventualmente la aparición de linfocitos Treg 

antígeno específicos con fenotipo CD4+CD25+FoxP3+ (Welters et al., 2008). En otro estudio, 

se encontró que linfocitos T CD4+CD25+FoxP3+ extraídos de nódulos linfáticos de pacientes 

con cáncer cervical, ejercen su efecto inmunosupresor dependiente de la activación 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 inducción  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 

hipótesis de que la conjunción de CEM con CMSP en presencia de péptidos antigénicos de las 

proteínas E6 y E7 de HPV-16 en el sistema de cultivo empleado en este estudio, es esencial 

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

 

Este fenómeno 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 inducción de diferentes 

poblaciones de Treg, dependiendo de la persistencia de la infección, como ocurre de manera 

natural durante el desarrollo de la neoplasia cervical. 

 

Por otra parte, la inducción de linfocitos Treg bajo la presencia del estímulo con Dynabeads 

conteniendo anticuerpos anti-CD3/CD28, incremento el porcentaje de las células Treg de los 

fenotipos CD4+CD25highFoxP3+ y CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+, teniendo valores estándar 

de 18.35% y de 0.62% respectivamente en CMSP de la donadora normal. Estos valores 

incrementados de Treg pueden deberse a la activación inespecífica dada por los anticuerpos 

anti-CD3/CD28 como reportado por Abraham et al., (2008). Además, bajo estas condiciones de 

activación en los cultivos celulares, no pudo vislumbrarse el efecto antígeno específico dado 

por la adición de los péptidos antigénicos de las proteínas 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 5 y 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 

secreción 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, además de disminuir la proliferación de los linfocitos y 

afectar su diferenciación y función efectora (Sakaguchi, 2005; von Boehmer, 2005). A través 

de cultivos con CEM, se ha reportado que las CEM inhiben la proliferación de linfocitos T 

CD4+ (Krampera et al., 2006) y que la activación de linfocitos vírgenes CD45RA+ con PHA en 

presencia de CEM resulta en la inhibición de la secreción de IFN-γ por parte de las células tipo 

Th1 (Aggarwal & Pittenger 2005; Bacigalupo et al., 2005). En adición, Prevosto et al., (2007) 

demostró que  células Treg inducidas en cultivos de CEM con CMSP fueron capaces de inhibir 

a manera de dosis dependiente, la proliferación de linfocitos activados con PHA o anti-CD3. En 

este estudio, se analizó 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 proteínas E6 y E7 de HPV-16, sobre la proliferación de CMSP de la donadora normal 

inducida con  HA en proporción 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 proliferación 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 producción y secreción de citocinas o factores 

solubles supresores como IDO, adenosina; así como del contacto directo de Treg con las 

células blanco Prevosto et al., (2007). En nuestro estudio sólo se evaluó 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 

inducción de linfocitos Treg a partir de co-cultivos de CMSP con CEM derivados de tejidos 

normales (médula ósea y cérvix) y de tejido cervical tumoral (NIC y CaCu), además de su 

potencial inmunosupresor. En este modelo de estudio, la presencia de péptidos derivados de las 

proteínas E6 y E7 de HPV-16 también fue importante en la inducción 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 inducción 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 inducción de diferentes poblaciones de Treg. Tomando en 

consideración que las células T reguladoras ejercen su función supresora mediante diversos 

mecanismos tales como el contacto célula-célula, liberación de factores solubles, (Shevach 

2002; Sakaguchi, 2005), así como la producción de citocinas inhibidoras, citolisis, disrupción 

metabólica, liberación de adenosina, supresión por células dendríticas (Vignali et al., 2008) 

entre otras; resultaría 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 explicaría las diferencias encontradas tanto en los 

porcentajes detectados de Treg como en la capacidad inhibitoria de la proliferación de los 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



81 

CONCLUSIONES. 
 
 
Las estirpes CEM provenientes de neoplasias cervicales (NIC y CaCu) y las de tejido sano 

(médula ósea y cérvix normal) utilizadas en este estudio, cumplieron de manera satisfactoria 

con las características morfológicas, fenotípicas y de diferenciación 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+CD25highFoxP3+ y CD4+CD25highFoxP3+CD45RO+. 

 

La presencia de péptidos antigénicos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16 en los cultivos 

celulares de CEM con CMSP favorecieron la inducción de células Treg con fenotipo de 

memoria CD4+CD25highFoxP3+ CD45RO+. 

 

El estímulo 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 proteínas 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 

correlacionó con  la inhibición de la proliferación de CMSP estimuladas con PHA. 
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PERSPECTIVAS. 

 

Quedan muchas preguntas por contestar, entre ellas: 

- Saber si los niveles de expresión de citocinas secretadas por las CEM, como lo es el 

TGF-β el cual se sabe que es un factor importante en la inducción de células Treg, es 

uno de los responsables de dicha inducción en este modelo experimental. 

- Identificar cuáles son las secuencias de las proteínas oncogénicas E6 o E7 de HPV-16  

responsables de la inducción de Treg. 

- Evaluar los mecanismos responsables de la supresión de los linfocitos Treg inducidos 

en este modelo experimental. 

- Finalmente, también se observó que las Treg inducidas por las CEM son capaces de 

inhibir la proliferación de CMSP con un estímulo policlonal, lo cual sería interesante 

saber si estas células Treg son capaces de inhibir una población de linfocitos que 

responden a un antígeno específico. 
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Anexo 1. 

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACIÓN EN PROTOCOLOS DE 
INVESTIGACIÓN CLINICA 

México, D.F. a              de                          de 20   

Por medio de la presente acepto participar en el protocolo de investigación titulado: 

ANÁLISIS DE CÉLULAS ESTROMALES MESENQUIMALES (CEM) DERIVADAS DE 
NEOPLASIAS CERVICALES (NIC Y CÁNCER CÉRVICO UTERINO). 

Registrado ante el Comité Local de Investigación o la CNIC con el 
número: 

34HO08 

El objetivo 
del estudio 

es: 
Conocer  la participación de células estromales mesenquimales (de los tumores cervicales) 

en la supresión de la respuesta inmune mediada por linfocitos T. 

Se me ha 
explicado que 

mi 
participación 
consistirá en: 

Autorizar que done una biopsia de tejido cervical, raspado bucal y de cérvix, así 
como una muestra de sangre venosa (aproximadamente 40 mililitros), para fines del 

estudio antes mencionado como son: determinar el tipo de virus de papiloma humano 
(VPH) e identificar anticuerpos específicos contra VPH en secreciones bucal y cervical, así 

como en suero de sangre periférica. Las células obtenidas a partir de las muestras se 
estudiarán para determinar su participación en el establecimiento de la respuesta inmune 

inducida por infección por VPH. 
Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y 

beneficios derivados de mi participación en el estudio, que son los siguientes: 

 Ninguno adicional a la prueba de diagnóstico  histopatológico y análisis de rutina. 
El Investigador Responsable se ha comprometido a darme información oportuna sobre cualquier 

procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento, así como a responder 
cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevarán a 

cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigación 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 atención médica que recibo en el Instituto. 

 

El Investigador Responsable me ha dado seguridades de que no se me identificará en las presentaciones o 
publicaciones que deriven de  este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad serán 
manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme la información 

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 matrícula del Investigador 
Responsable: 

 

 

 

______________________________ 

Dr. Alberto Monroy García (99092191) 
Números telefónicos a los cuales puede comunicarse en caso de emergencia, dudas o preguntas 

relacionadas con el estudio: 
 

24 54 65 38   Unidad de Investigación Médica en Enfermedades Oncológicas, Hospital de Oncología, 
CMN                   S. XXI, IMSS. 

 

56 23 07 90   Laboratorio de Inmunología de la Unidad Multidisciplinaria de Investigación 
Experimental Zaragoza, FES Zaragoza, UNAM. 

 

Nombre y 
firma de los 

testigos: 
 

 

 

______________________________ 
 

 

 

 

 

______________________________ 
 

 

Este formato constituye sólo un modelo que deberá completarse de acuerdo con las características 
propias de cada protocolo de investigación y sin omitir información relevante del estudio. 


	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. 

